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ETUDES DE SYSTEMATIQUE BACTERIENNE 
Vil. — ACTINOMYCETALES 


par A.-R. PREVOT. 


(Institut Pasteur. Service des Anaérobies.) 


Il n’est peut-étre pas de groupe bactérien dont la systématique 
soit plus aisée a critiquer ni plus difficile 4 découvrir et 4 mettre 
au point que celui des Actinomycétales Buchanan. Attiré vers ce 
eroupe par la fréquence des espéces anaérobies qu’on y rencon- 
tre et par la difficulté de les déterminer et de les classer, nous 
nous sommes vu obligé de modifier les conceptions actuelles 
pour pouvoir leur y réserver une place logique. Dans les études 
précédentes (1938-1940) nous avions déja exposé les grandes lignes 
de notre nouvelle conception sur les actinomycétes anaérobies. 
rattachés 4 tort avant nous 4 divers genres d’Eubactériales ou au 
contraire & des Champignons. Dans ce nouveau mémoire nous 
allons exposer les modifications que lintroduction des espéces 
anaérobies. et la nécessilé d’homogénéiser les familles et les 
genres ont introduites dans les grandes lignes de Ja systématique 
des Actinomycétales. 

Nous n’avons nullement l’intention de refaire l’historique des 
tentatives antérieures de classification de ces bactéries ; elle a été 
faite partout et trop souvent accompagnée de critiques de détail 
maboutissant & aucun progrés constructif. Nous indiquerons 
cependant pour ceux que cela intéresserait le copicux travail, de 
Baldacci (1937) dont V’index bibhographique parait complet. Dans 
cet exposé Baldacci critique longuement et miunutieusement la 
valeur et la place des espéces proposées mais ne touche pas aux 
grandes divisions des Actinomycétales, nettement mauvaises et par 
conséquent laisse le probléme enticr. Avant de critiquer la place 
et la valeur des espéces, ce que nous laisserons aux spécialistes de 
chacune d’elles, i] faut réformer les grandes divisions de ce 
groupe. Le travail de Waksman, plus récent (1940), propose une 
nouvelle systématique des Actinomycétales ot la division en quatre 
familles est fondée sur Vaspect du mycélium et ne tient pas 
compte de la structure des éléments bactériens. On retombe ainsi 
dans Jes vieilles erreurs avec une famille de Mycobacteriacex 
comprenant 4 la fois des acido-résistants et des non-acido-résis- 
tants, une famille de Proactinomycetacex formée de la méme 
fagon hétérogéne, une famille des Actinomycetacex plus homo- 
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géne, mais incomplete ct une famille de Wicromonosporacex qui, 
selon nous, serait plutot 4 siluer parmi les champignons unicellu- 
laires, probablement les plus inférieurs. 

Dans V’index bibliographique qui suit ce mémoire on trouvera 
les références des travaux récents sur la classification des Actino- 
mycétes. 


DeErrinirion. — C’est Buchanan qui a proposé en 1917 d’indivi- 
dualiser les Actinomycétales en leur donnant le rang d’ordre, le 
deuxiéme de la classe des Schizomycétes, proposition adoptée par 
les éditions sucessives du Bergey's Manual. Mais la définition 
méme de Buchanan et le rang des Actinomycétales doivent étre 
modifiés d’une facon importante du fait de lexistence de nom- 
breuses espéces anaérobics non prévues en 1917 quand Buchanan 
a défini ce groupe. 

Nous avons exposé ailleurs (1940) les raisons pour. lesquelles 
nous considérions les Schizomycétes non comme une classe, mais 
au moins comme un embranchement, voire méme un régne auto- 
nome : le régne bactérien, différent surtout des deux autres par 
l’absence de phénomeénes sexuels et de noyau figuré (ainsi que de 
plaste, de mitochondries, de chlorophylle et d’hémoglobine). Au 
sein de |’embranchement des Schizomycetes, les Actinomycétales 
deviennent une classe, dont la place philogénique se situe parmi 
les Mycobactéries, que nous avons figurées par un rameau allant 
des Eubacteriales vers le regne végétal, embranchement des Cham- 
pignons, uni au premier par de nombreuses formes intermédiaires 
difficiles 4 classer, mais séparé du second par un vide que rien 
ne vient combler actuellement (absence de phénoménes sexuels, 
de noyau défini, de plaste, de mitochondries et de chlorophylle). 

Nous devons insister ici sur les raisons qui nous aménent par 
contre 4 modifier profondément quelques termes de la définition 
des Actinomycétales proposée par Buchanan ; en effet, les carac- 
teres suivants doivent disparaitre : « Gram-positifs, immobiles, 
strictement aérobies et oxydants, culture lente sur les milieux », 
méme précédés du correctif « généralement ». 

En effet parmi les Actinomycétales il y a de nombreuses espéccs 
anaérobies, réductrices et non oxydantes et il existe un grand 
groupe Gram-négatif, parmi lesquels des formes mobiles, et dont 
les cultures sur milicux sont aussi rapides que celles des autres 
bactéries. 

En supprimant ces caractéres physiologiques restrictifs erronés, 
et en y ajoutant un caractére morphologique important : renfle- 
ments et formes en massue parfois libres, on se trouve en pré- 
sence d’une définition caractérisant trés bien l’ensemble des Acti- 


nomycélales, beaucoup plus vaste qu’on ne [avait pensé an 
début 
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« Batonnet fréquemment filamenteux, avec tendance a dévelop- 
per des ramifications qui dans certains genres constituent un véri- 
table mycelium. Les batonnets présentent fréquemment des ren- 
flements en massue, ou irréguliers, parfois libres ; pas de pseudo- 
plasmode ; pas de dépot de fer ni de soufre libre ; pas de bactério- 
purpurine ; pas d’endospores, mais dans quelques genres des 
conidies. Quelques espéces parasites des animaux et des plantes. 
Pas de formes aquatiques. Complexe protéinique nécessaire a la 
nutrition. 

Mais c’est dans la division de cette classe en ordres et en 
familles qu’il faut apporter la plus grande modification. En effet, 
Buchanan admet deux familles 

1. Mycobacteriacex Chester (syn. : Proactinomycetacee L.eh- 
mann), comprenant deux genres : Corynebacterium (L. et N.) non 
acido-résistant et Mycobacterium (L. et N.) acido-résistant. 

2. Actinomycetacex Buchanan, comprenant quatre genres 
Leptotrichia (Trevisan), Erysipelothrix (Rosenbach), Proactino- 
myces (Jensen) et Actinomyces (Harz). 

Cette division (I) ne répond nullement aux faits. Tout d’abord 
la présence dans la méme famille d’un genre acido-résistant 
Mycobactertum et dun genre non acido-résistant : Corynebacte- 
rium est une violation du principe d’homogénéité structurale des 
familles de bactéries. I] est absolument illogique de ranger 4 cdté 
Vun de Pautre deux genres dont J’un est caractérisé par une enve- 
Joppe eireuse se colorant par la fuchsine a chaud et dont le com- 
plexe cire+fuchsine est insoluble dans les acides forts et lalcool 
éthylique, et autre par absence totale de cette enveloppe cireuse. 

Il, est done nécessaire de retirer de la famille des Mycobacteria- 
cex le genre Corynebacterium dont Ja structure ne répond pas a 
la définition de la famille. 

Voici done une famille épurée et réduite actuellement au seul 
genre Mycobacterium, constituant l’ordre des Actinomycétes acido- 
résistants. Comment reclasser logiquement les Actinomycétales 
non-acido-résistantes, constituant le premier ordre des Actine- 
mycétales ? 

Tout d’abord en le subdivisant comme nous l’avons proposé 
antérieurement (1938) en deux familles dont Vhomogénéité est 
fondée sur la cytochimie a 

1° Les non-acido-résistants Gram-négatifs ou Spherophoracee. 
présentant a la fois des renflements en massue et leurs équiva- 
lents : des sphéroides libres. 


(1) La classification que Waxsman a proposée en 1940 ne répond pas 
non plus aux faits puisqu’elle admet la famille des Mycobacteriacee 
Chester modifiée, ot les genres non acido-résistants Corynebacterium et 
Mycoplana voisinent avec les genres acido-résistants. 
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2° Les non-acido-résistants Gram-positifs ou Actinomycetace:e., 
présentant des renflements en massue mais pas de sphéroides 
libres. ; 

La premiére famille comprend une majorité énorme de genres 
et espéces anaérobies stricts, presque tous pathogénes. La seconde 
famille comprend une majorité d’aérobies stricts, mais comprend 
aussi quelques espéces anaérobies strictes, pathogénes ou non. Mais 
alors que dans Ja premicre les genres sont nettement distincts les 
uns des autres, dans la deuxiéme ils sont trés voisins, trés proches 
parents et trés difficiles a distinguer ; il est méme possible que 
dans l'avenir on soit amené a considérer plusieurs d’entre eux 
comme des sous-genres. 

Voici la classification que nous proposons 


Orpvre [. — Actinobacteriales (nouvel ordre). 


Définition : Actinomycétales non acido-résistantes. 


Famille I. — Spherophoracee Prévot. 


Définition : Actinobactériales Gram-négatives. 

Cette famille comprenait initialement cing genres : Sphero- 
phorus, Spherocillus, Fusiformis, Fusocillus et Leptotrichia. 
L’étude approfondie du genre Haverhillia (Parker et Hudson) 
nous a conduit a classer ce dernier dans cette famille, a coté du 
genre Spherophorus auquel il ressemble fortement et dont il ne 
différe que par un caractére morphologique d’importance secon- 
daire : absence de formes en navette, et deux caractéres physiolo- 
siques importants : Anaérobiose facultative et besoin d’un facteur 
de croissance. C’est done plutot un sous-genre de Spherophorus 
(1945). 


Genre I. Spherophorus Prévot 1938. 


Batonnet droit ou infléchi, tres polymorphe : dans les produits 
pathologiques, forme en navette 4 coloration bipolaire ; dans les 
cultures formes trés variées, filamenteuses, renflées, en forme de 
saucisse, ramifiées, avec présence constante de sphéroides de taille 
variable, parfois trés grande, libres ou sessiles, chromatffines ; 
métachromasies dans les formes allongées et filamenteuses ; im- 
mobile, acilié, asporulé, Gram-négatif. 

Ce genre important comprend actuellement 17  espéces 
anaérobies strictes dont la plupart trés pathogénes pour homme 
et les animaux ; leurs caractéristiques ont été longuement expo- 
sées ailleurs et nous ne ferons que les citer ici 

a) Espéces gazogénes, non sérophiles obligées, hémolytiques 
Sph. necrophorus et Sph. funduliformis, tres voisines, Ja pre- 
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miere étant l’agent des nécrobacilloses animales et Ja seconde 
Vagent des nécroses infectieuses aigués ou subaigués humaines, 
souvent septicémiques. he 

Nous classons ici l’espéce récemment déerite par Sartory et 
Meyer pour laquelle nous proposons le nom de Spherophorus 
thermophilus (S. et M.). 

b) Espéces gazogénes non sérophiles obligées, non hémolyti- 
ques : Sph. pseudonecrophorus, necrogenes, necroticum, perito- 
nitis, gulosus, inoequalis, varius, stccus. 

c) Espéces gazogenes sérophiles obligées : Sph. mortiferus, 
freundi, pyogenes (celle-ci souvent confondue a tort avec Sph. 
funduliformis), gonidiaformans (méme remarque). _ 

d) Espéces non gazogéenes, non sérophiles obligées : Sph. floc- 
cosus, Sph. influenzeformis. 

e) Espéce non gazogéne, sérophile obligée : Sph. cavi. 


Sous-genre Haverhillia Parker et Hudson 1926. 


Batonnets Gram-négatifs et. immobiles en longs filaments, ten- 
dance aux ramifications, formes en Y, formes renflées, fusiformes ; 
sphéroides dans les colonies sur milieux solides ; anaérobies facul- 
tatifs ; besoin-de facteurs X et V. ' 

Actuellement une seule espéce bien définie Hav. monoliformis 
nv. comb. [probablement trés voisine mais pas indubitablement 
identique a JZav. ratti. (Schottm.)]. 


Genre II. Spherocillus Prévot 1938. 


Semblable & Spherophorus, mais cilié et mobile. 


Trois espéces anaérobies strictes : Sph. bullosus, thetaiotaomicron 
et wirthi. ' ‘ 


Genre II. Fusiformis Hoelling 1910. 


Batonnets droits ou infléchis, & extrémités effilées lui donnant 
aspect d’un fuseau allongé ; sphéroides de petite taille, libres en 
cultures; immobiles, non sporulés, Gram-négatifs. Granulations 
mnétachromatiques. 


lrois espéces anaérobies stricte: : F. fusiformis, F. biacutus (2) 
etl, vescus, 


(2) Dans un travail récent LaportE, BrRocAaRD et Bouvier se sont éton- 
nés que F. biacutus ait été classé parmi les espéces du genre Fusifor- 
mis et la raison principale de cet étonnement est que cette espéce n’est 
pas sérophile. Mais la sérophilie n’est pas un caractére du genre Fusi- 
formis. Elle nest que Vapanage temporaire de l’espéce F. fusiformis, 
et par ailleurs F. biacutus présente bien tous les caractéres génériques 


des ‘Fusiformes : formes effilées en fuseau, métachromasies et sphéroi- 
des. Par conséquent il est ab 


dans le genre Fusiformis. 


ry 


solument logique de situer l’espéce biacutus — 
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Genre IV. Fusocillus Prévot 1988. 


Semblable a Fusiformis mais mobile et cilié. 
Trois espéces anaérobies strictes : F. schmaminei, F. plauti et 
F. girans. 


Genre V. Leptotrichia Trevisan 1879. 

Batonnets droits longs, filamenteux, 4 extrémités arrondies ou 
effilées, immobiles, non ciliés, cytoplasme finement vacuolisé ; non 
sporulés, non ramifiés ; renflements ovoides, fusiformes ou sphéri- 
ques se colorant en violet par Viode ; granulations métachroma- 
liques ; Gram-négatif en général avec segments irréguliérement 
Gram-posilifs. 

Deux espéces anaérobies strictes : L. innominata et L. tenuis 
et une espéce facultative L. buccalis. 


Famille 1]. — Actinomycetacex Buchanan. 
Définition : Acinobactériales Gram-positives. 
Genre I. Actinomyces Harz. 


Filaments trés longs constituant un mycelium avec ramifica- 
tions, pouvant se segmenter en conidies; extrémités renflées ; 
aspect radié dans les lésions d’actinomycose. Immobile, Gram- 
positif. : 

Ce genre comprend de nombreuses espéces principales (62) dont 
8 sont pathogénes pour ]’homme et les animaux : bovis, hominis, 
madurex, freeri, gedanensis, candidus, asteroides, farcinicus. 

9 pathogénes pour les végétaux : scabies, aerugineus, interme- 
dius, incanescens, cretaceus, xanthostromus, annulatus, albus, 
nigrificans. 

45 saprophytes dont beaucoup sont pigmentées : citreus, cellu- 
lose, parvus, diastaticus, flavovirens, griseus, griseoflavus, poo- 
lensis, olivaceus, microflavus, violaceus-cxseri, exfolyatus, gela- 
ticus, rutgersensis, lipmanit, halstedit, fradiu, alboflavus, albospo- 
reus, melanosporeus, melanocyclus, olivochromogenes, diastato- 
chromogenes, aureus, erythrochromogenes, | lavendulx, reticult, 
reticulus-ruber, flavus, ruber, ccelicolor, verne, albus, erythreus, 
thermodwastaticus, nondiastaticus. 


Genre II. — Proactinomyces Jensen 1931. 


Le genre Proactinomyces Jensen ne peut étre conservé que sf 
on lui rend son homogénéité structurale, c’est-a-dire si on Jui 
retire les quatre espéces partiellement acido-résistantes qu’on lui 
attribue a tort (Jensen, Guilford B. Reed, Umbreit (1939) et qui 
en réalité appartiennent 4 un sous-genre de Mycobacterium (voir 
plus loin). La nouvelle définition de ce genre devient donc : — 

Batonnets fins ou filaments, fréquemment renflés et parfois 
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ramifiés, formant généralement au début de la croissance de trés 
petits mycéliums. Formes en courts batonnets ou en coccoides 
dans les vieilles cultures ; pas de conidies. Immobiles, non sporulés, 
aérobies, Gram-positifs. Espéce type P. agrestis. 

Autres especes : polychromogenes, crystallophagus, aclinomor- 
phus, erythropolis, globerulus. 


Genre III. Corynebacterium Lehmann et Neumann 1896. 

Batonnets fins souvent légérement incurvés, montrant une ten- 
dance aux renflements et aux formes effilées, avec des formes 
ramifiées dans les vieilles cultures. Coloration irréguliére, granu- 
leuse. Non acido-résistants, Gram-positifs, immobiles ; non spo- 
rulés ; mouvement de rupture caractéristique au moment de la divi- 
sion cellulaire. Espéces aérobies et anaérobies. 

Espéce type : C. diphterix. 

Autres espéces aérobies : hoagli, enzymaticum, pyogenes, hodg- 
kinii, segmentosum, flavidum, ulcerogenes, periplanetx, blattelle. 
xerose, pseudodiphtericum, acnes, kutscheri, muriseplicum, cuculi, 
gallinarum, ovis, renale. 

Espéces anaérobies : diphleroides, avidum, renale cuniculi, lym- 
phophilum, hepatodystrophiqans, parvum, anaerobicum, granu- 
losum, adamsoni, liquefaciens, pyogenes bovis. 

Genre IV. Actinobacterium Hass 1906. 

Batonnets -asporulés, immobiles, aciliés, Gram-posilifs, courts 
ou filamenteux, présentant des ramifications et des renflements en 
massue, en culture, et des amas rayonnés de formes ramifiées dans 
les produits pathologiques (grains blancs des aclinomycoses). 
Espéces uniquement anaérobies. (Synonyme : Cohnistreptothrixc 
Pinoy 1918). 

Espéce-type : Actinobacteritum israéli (W. et I.) Sampietro. 

Autres espéces :.meyeri, abcessus. 

Genre V. Bifidibacterium Orla-Jensen 1924. 

Batonnets asporulés, immobiles, aciliés, Gram-positifs présen- 
lant des extrémilés bifides ou doublement bifides et des renflo- 
ments en massue. Espéces anaérobies ou microaérophiles et facul- 
tatives. 

Espéce type : Bifidibacterium bifidum. 

Autres espéces anaérobies : appendicitis, constellatum, intes- 
tinalis, cornutum, bifurcatum. 


Espéce microaérophile (ou facultative) : B. acidophilum (8). 


(3) Nous avons montré en 1941 que les espéces bifidum et acidophi- 
um rattachées & tort au genre Lactobacillus (qui doit ne comprendre 
que 13 especes aérobies appartenant nettement aux Fubactériales) sont 


en réalité trés parentes et doivent étre considérées comme des Actino- 
mycetacee, genre Bifidibacterium. 
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Genre VI, Erysipelothriz Rosenbach 1909. 


Batonnels montrant une tendance a former de longs. filaments 
qui peuvent présenter des ramifications, des renflements et des 
granulations caractéristiques. Asporulés, immobiles, . Gram-posi- 
tifs. Micro-aérophile. Hye 

Espéce-type :. Erysipelothrix rhusiopathix (B. du rouget du 
pore). 

Autres espéces : £. muriseptica ; E. erysipeloidis. 


Orpre II. — Mycobacteriales nv. ordre. 


Définition : Actinomy cétales acido-résistantes. 

Une seule famille : Mycobacteriacex Chester 1901. 

Définition : Batonnets parfois légérement incurvés, rarement 
filamenteux. Fréquemment irréguliers avec ébauche de ramuifica- 
tions peu fréquentes. Coloration irrégulicre. Aérobies. Pas de 
conidies. Enveloppe cireuse ; acido-résistance totale ou partielle. 

Un seul genre Mycobactertum.Lehmann et Neumann 1896. 

Définition : Batonnets fins difficilement colorables a4 froid, mais 
colorables a chaud et acido-résistants. Quelques formes renflées, 
autres cunciformes, rarement ramifiées. Cullure lente, aérobie 
strict. 

Espéce-type : Mycob. tuberculosis, avec ses deux variétés 
hominis et bovis ; M. avium ; M. paratuberculosis ; M. lepre ; 
M. piscium ; M. marinum ; M. rane.;.M. thamnopheos ; M. che- 
lonei ; M. lacticola ; M. phlet. 

Sous-genre groupant les trois espéces suivantes, partiellement 


CLASSE ORDRE FAMILLE ESPECE-TYPE 


funduliformis 


Spherophorus. ou necrophorus. 


Haverhillia. moniliformis. 


tif. : ; 
= a fen fae 


Fusiformis. fusiformis. 
Fusocillus. shmaminet. 
Leptotrichia. innominala. 


Nail Pacee#. 

acido-résistantes. 

Actinobacteriales. 
Nouvel ordre. 


( Actinomyces. | bovis. 
Actinomycetales. 2° Gram 

positif. 
Actinomy- 


cetacez. 


Proactinomyces, agrestis. 

Corynebacterium. | diphteriz. 

Actinobacterium. | isrezli. 

Bifidibacterium. bifidum. 

Erysipelothria. rhustopathiz. 
| 

Acido-résistantes. Mycobac- 
| 


Mycobaclervales. fertaceic’ 


Mycobacterium. | tuberculosis. 
Nouvel ordre. 
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acido-résistantes et attribuées a tort jusqu’ici au genre Actino- 
myces : M. minimum, M. rubropertinctus, M. coeliacus. 


Conciusions. — Le principe d’homogénéité structurale des fa- 
milles et des genres, de méme que la nécessité de classer les 
espéces anaérobies et les espéces Gram-négatives exigent un rema- 
niement de la classification des Actinomycétales. La nouvelle 
classification peut se résumer dans le tableau ci-dessous : 


INDEX BIBLIOGRAPHIQUE 


Nous donnons ici la liste des principaux travaux dont l'étude criti- 
que peut aider A comprendre la nouvelle systématique des Actinomyc® 
tales. 


Travaux d’ordre général. 


Baupaccr. Boll. Sez. Ital. Soc. Intern. Microb., 1937, 9, 138. 

Bercey’s. Manual of Determinative Bacteriology, 5° édition 1939. 

Priévor, Ces Annales, 1938, 60, 285, et Manuel de Classification des anaé- 
robies, 1 vol., 1940, Masson. 

Waksman. J. of. Bact., 1940, 39, 549. 


Genre Haverhillia : 


Levapir1, Nicorau et Pornctoux. C. R. Acad. Sci., 1925, 180, 1188 et 
Presse Médicale, 1926. 

Parker et Hupson. Am. J. Pathol., 1926, 2, 357. 

Mackiz, VAN Rooyen et Gmroy, Brit. J. Exp. Pathol., 1933, 44, 132. 

Sruart-Harnris, WeLts et Rosner. J. Path. and Bact., 1935, 44, 407. 

Van Rooyen. J. Path. and Bact., 1936, 48, 455. 

LeMIERRE, Remy, Laporte et Morin. Bull. Acad. Méd., 1937, 447, 705. 

Orskoy, Acta Path. et Microb. Scand., 1942, 49, 575. 

Privor. Ass. Microb. Langue Fr., 4 janvier 1945. 


Genre Bifidibacterium : 


Boventer. Z. f. B. I., 1938, 442, 419. 

Lewis et Rerrcer. Journ. Bact., 1940, 40, 287. 

MAAssEN et ALBERTSEN, Arch. f. Hyg. u. Bakt., 1940, 423, 367. 
Puntoni. Boll. e Atti R. Acad. Med. di Roma, 1936, 237. 
Puntont. Ann, Igiene, 1937, 175. 

SHERMAN et Hoper. J. Bact., 1940, 40, 11. 


Weiss et Rerrcer. J. Bact., 1934, 27, 39 et 28, 501; 1988, 35, 17 ; 
1938, 62, 115. 


Privor. Ces Annales, 1941, 67, 88. 


Genre Leptotrichia : 


Razimaner. Z. f. B. I., 1939, 444, 439. 
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Genre Actinomyces : 
Erikson. Med. Res. Council, 1940, n° 240, 5. 


Necroni. Rev. del Inst. Bact. Buenos-Ayres, 1938, 8, 331. 
Hassrcawa et Kocur. Japan. J. Exp. Med., 1939, 47, 151 et 197. 


Genre Spherophorus : 
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PROPRIETES ET COMPOSITION 
DE LA TOXINE DE WELCHIA PERFRINGENS 


I. — ACTION HEMOLYTIQUE 


par Mayuis Gi ILLAUMIE, A. KREGUER et M. FABRE (”). 


(Institut Pasteur.) 


En 1931, Wilsdon [67] a groupé les bacilles perfringens en 
4 types: A, B, C, D, distincts sérologiquement. Le bacille 
d’Achalme [4] — encore dénommé B. aerogenes capsulatus 
(Welch et Nuttall), B. phlegmonis emphysematosx (Fraenkel), 
Bacillus perfringens (Veillon et Zuber), Cl. Welchit, Welchia 
perfringens — est du type A ; le bacille de la diarrhée des agneaux, 
découvert en 1926 par Dalling [8] et étudié sous le nom de Bacillus 
agni, appartient au type B; le Bacillus paludis de Mac Ewen [49] 
est du type C ; le Bacillus D de Wilsdon est du type D. 

Depuis les travaux de Wilsdon on désigne par A la toxine 
globale élaborée par Welchia perfringens, par B celle du 
Bacillus agni, par C celle du Bacillus paludis et par D celle du 
Bacillus D [67]. Par analogie, on appelle sérums anti-A, anti-B, 
anti-C et anti-D les sérums anti-perfringens obtenus en immunisant 
les animaux avec les toxines correspondantes. 


PROPRIETES DE LA TOXINE PERFRINGENS A. 


L’étude des propriétés hémolytiques, nécrosantes et enzyma- 
tiques de la toxine perfringens A a retenu l’attention de beaucoup 
d’expérimentateurs. Parallélement, |’évaluation du pouvoir anti- 
hémolytique, ianti-nécrosant et anti-diastasique des sérums anti-A 
a suscité de nombreuses recherches dont certaines ont permis de 
préciser la constitution antigénique de la toxine A. 


ACTION HEMOLYTIQUE 
1. — Toxine liquide. 


En 1904, Kamen [43] établit que les cultures filtrées de W. perfringens 
sont hémolytiques vis-d-vis des hématies d’homme et de lapin. 
En 1917, Bull et Pritchett [3] montrent que Vinjection intra- 
vemeuse de la toxine perfringens au pigeon provogque une _ forte 


(*) Note présentée 4 la Société fran 


aisa de Microbiologie, séance d 
7 décembre 1944. 4 gie, séance du 
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diminution des globules rouges. Par la suite, leffet lémotoxique 
de Ja toxine perfringens est observé par de nombreux expérimentateurs. 
Liintensité de cet effet est déterminée par différents procédés, en pré- 
sence d’eau physiologique ou de solutions tamponnées et vis-d-vis de 
quantités variées d’hématies d’especes animales diverses. Les titrages 
effectués par la méme méthode ont mis en évidence, d’une part, que 
lactivité hémolytique des cultures perfringens de méme Age, préparées 
& des dates différentes ou dans divers bouillons, mais avec la méme 
souche de VW. perfringens, variait souvent beaucoup d’une culture A 
l'autre, et, d’autre part, qu’une souche convenable ensemencée dans des 
milieux appropriés élaborait en trois 4 cinq heures des toxines trés 
hémolytiques. D’aprés les recherches de Gale et Heyningen, réalisées 
avec la souche S$ 107 et un milieu a base de peptone ct d’extrait de viande 
de boeuf, Vactivité hémolytique atteint sa valeur maxima 4 4 5 heures 
apres l’ensemencement ; ce maximum coincide approximativement avec 
lvarrét de Ja division microbienne dans le milieu 4 pH 7-7,5. 

Au cours de leurs expériences, Glenny, Barr, Llewellyn-Jones, Dalling 
et Ross [44] ont titré la toxine en présence d’un tampon boraté ; Orr 
et Reed [53], en présence d’eau physiologique fratchement bouillie ; 
Locke et Main [48] ont fait les dilutions avec des mélanges de phos- 
phates mono et dipotassique ; Walbum [60] a employé un mélange a 
parties égales de phosphates monopotassique et disodique additionné de 
quantités variées d’HC]l ou de NaOH dans le but d’obtenir une échelle 
de pH allant de 6,5 4 8,4 ; Heyningen [36] a utilisé un tampon isoto- 
rique phosphaté de pH 6,5. 

D’aprés Locke et Main, l’activité lylique de la toxine perfringens varie 
peu de pH 5,3 A 8, quoique cependant un optimum soit décelable 4 
pH 6,4-6,8. Les chiffres publiés par Walbum montrent que les mélanges- 
tampon utilisés par cet auteur ont un effet lytique par eux-mémes et 
que action maxima de la toxine se produit a pH 7,05-7,2. Des 
recherches de Walbum [60] il ressort en outre qu’en milieu tamponné 
par addition de sérum normal de cheval l’hémolyse est plus forte 
% pH 6,3-6,6 qu’a pH 7-7,2. 


Avec 3 souches de W. perfringens (Lechien, SS et A 100 P) 
nous avons effectué de multiples préparations de toxine perfrin- 
gens dans du bouillon Vf [47] ou dans des digestions chlorhydro- 
pepsiques de foie [49] ; les déterminations de leur activité hémo- 
lytique ont toujours été réalisées en présence de 0,1 ¢. c. d’une 
suspension 45 p. 100 d’hématies lavées de mouton et d’eau physio- 
logique ordinaire a 9 p. 1.000, stérilisée par un chauffage de 
vingt minutes a 120° (1) ; dans un certain nombre de titrages com- 


(1) La nature du verre des flacons dans lesquels l’eau physiologique 
est stérilisée 4 120° influence souvent beaucoup la réaction de cette eau. 
Dans certains flacons, le pH de l’eau physiologique stérilisée varie entre 
7,05 et 7,2; dans d’autres i] atteint 7,4-7,6 et méme 8-8,3. En présence 
d’eau physiologique trés alcaline l’action hémolytique de la toxine per- 
fringens est plus faible qu’en présence d’eau physiologique voisine de 
la neutralité. Il convient de rejeter toute eau physiologique dont le pH 
est supérieur & 7,2. 
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paratifs, l’eau physiologique ordinaire a été remplacée par des solu- 
tions tamponnées ou par de l’eau physiologique acidifiée avec HCl. 


EvaLUATION DE L’ACTIVITE: HEMOLYTIOUE. 


a) TITRAGES EN PRESENCE D'EAU PHYSIOLOGIQUE ORDINAIRE. -— 
Liactivité hémolytique est précisée de la facon suivante [418] : 
dans des tubes de 9 mm. de diamétre intérieur nous mettons des 
volumes décroissants de la toxine a titrer, diluée avec de l’eau 
physiologique ; nous complétons a 0,9 c. c. avee de leau physio- 
logique, puis nous ajoutons les globules rouges ; les différents 
tubes sont placés dans une étuve 4 37-38° pendant quatre heures. 
agités deux ou 3 fois pendant ce laps de temps puis laissés a la 
température du laboratoire jusqu’au lendemain. Les tubes sont 
examinés 4 la sortie du thermostat et aprés un séjour de quatorze 
4 vingt heures a la température ambiante. Le tube contenant 
le plus petit volume de toxine qui provoque |’hémolyse totale des 
globules employés indique la dose minima hémolytique de la 
toxine examinée ; un simple calcul renseigne alors sur le nombre 
de doses hémolytiques contenues dans 1 c. c. de toxine. 


Résuttats. — Cing et vingt-deux heures aprés l’ensemencement 
des divers bouillons que nous avons utilisés, les cultures centrifu- 
eées ont généralement contenu 1,000 a 3.300 doses hémolytiques 
(D. H:) par centimetre cube, quelle que soit la souche de W. per- 
fringens employée [48, 24, 26, 28, 29] : les différents milieux onl 
élé ensemencés avec le troisi¢me repiquage de la souche SS et 
avec le quatrieme repiquage de la souche A 100 P en bouillon 
Vf (2). La souche Lechien a subi de trés nombreux repiquages 
dans ce bouillon. Ipsen et Davoli [44], Koopmansch [46] ont 
constaté aussi que ja souche Lechien se montre toujours forte- 
ment hémolytique. 


Nous nous sommes demandé si la technique indiquée permettait de 
préciser le titre hémolytique maxima des toxines ; nous avons recherché 
si l’addition de cystéine ou de calcium n’améliorait pas les conditions 
du titrage effectué en présence d’eau physiologique. De nos dosages, 
il ressort que la cystéine ne modifie pas le titre hémolytique d’une 
loxine fraichement préparée dans du bouillon Vf. Rappelons que ce 
réducteur n’influence pas non plus l’élaboration des constituants hémo- 
toxiques dans ce bouillon ensemencé avec la souche Lechien [48] ; par 


(2) Nous n’ayons pas obtenu de toxine hémolytique Ja premitére fois 
que nous avons ensemencé la souche A 100 P dans du bouillon Vf. 
Aprés le deuxiéme repiquage dans ce bouillon, nous avons obtenu une 
toxine contenant une trace d’hémolysine ; la toxine du troisitme repi- 
quage titrait 100 D.H. par centimétre cube. Dans les expériences de 
Kadisch’-[42] d’autres souches avaient également élaboré des toxines 


nettement hémolytiques C i i | 
ol) apres plusieurs repiquages dans de ilieux 
convenables. : pee . 4 emg 


TOXINE DE W. PERFRINGENS 15 


contre il intensifie l’activité hémolytique des toxines préparées depuis 
un certain temps, ainsi que nous le préciserons plus loin. 

Nous avons titré en présence de Ca 8 toxines fraichement préparées 
renfermant, d’aprés une estimation préliminaire, 1.000 4 3.000 D. H. 
par centimétre cube. Dans les tubes 4 hémolyse contenant des volumes 
décroissants de toxine diluée, nous avons ajouté : 0,05 c.c. de Cl,Ca 
i 10 p. 100, une quantité suffisante d’eau physiologique, puis les 
hématies de mouton. Volume total dans chaque tube: 1 ¢. c. Dans 
une série de tubes témoins nous n’avons pas mis de Cl,Ca ; dans une 
autre série nous avons titré les mémes toxines aprés addition de 
{t p. 1.000 de cystéine. Tous les tubes ont été examinés aprés quatre 
heures 4 37° et aprés vingt heures a la température ambiante. La 
comparaison des résultats montre que le calcium n’a pas influencé 1’ac- 
tivité hémolytique de 6 toxines ; il a légérement augmenté l’effet hémo- 
toxique in vitro de deux autres, sans modifier leur nocivité pour la 
souris. 

b) TirRAGEs EN PRESENCE DE SOLUTIONS TAMPONNEES. — Pour 
déterminer le titre hémolytique de 7 toxines, nous avons amené 
celles-ci aux dilutions voulues, soit avec de l’eau physiologique, 
soit avec le tampon boraté trés alcalin de Glenny, Barr, Llewelyn- 
Jones, Dalling et Ross [414]. Les titrages ont révélé que l’action 
hémotoxique de la toxine perfringens est plus intense dans l’eau 
physiologique que dans le tampon boraté employé. Exemple 
2 toxines titrées en présence d’eau physiologique contiennent 
respectivement 1.000 et 2.000 D. H. par centimétre cube ; d’apreés 
les fitrages réalisés comparalivement en présence de ce tampon 
boraté, elles en contiennent respectivement 100 et 160; ainsi donc, 
90 p. 100 au moins de l’activité hémolytique passent inapercus dans 
les titrages avec un tampon boraté trés alcalin. 

Récemment, dans 6 expériences, nous avons ulilisé un mélange- 
tampon de pH 6,6 pour faire toutes les dilutions qu’il est néces- 
saire d’effectuer pendant Je titrage d’une toxine. Ce mélange a 
été préparé avec des solutions M/15 de phosphates monopotas- 
sique et disodique, employées dans les proportions indiquées par 
Douglas, Eyre, Laidlaw et Wolff [40] a la suite des recherches 
fondamentales de Sérensen [57]. Dans nos expériences, lesue 
phosphates ont été dissous dans de |’eau physiologique a 9 p. 1000, 
afin que leur mélange (pH 6,6) ne lyse pas les globules rouges de 
mouton. De tous nos titrages il ressort qu'une toxine en présence 
d’eau physiologique tamponnée manifeste une plus grande activité 
hémolytique qu’en présence d’eau physiologique ordinaire. Ajou- 
tons que l’hémolyse est plus rapide en milieu phosphaté que dans 
Peau physiologique sans phosphates. La différence entre les résul- 
tats varie plus ou moins avec les toxines. Voici 2 exemples : 


D.M.H. de la toxine 209 + eau physiologique tamponnée (pH 6,6). 00004 c.¢. 
D.M.H. de la toxine 209 + eau physiologique ordinaire. ....-. (,0009 c.c 


D.M.H. de la toxine 216 + eau physiologique tamponnée (pH 6,6). 0,0004 c.c. 
D.M.H. de la toxine 216 + eau physiologique ordinaire .. . . . . 0,0007 c.c. 
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c) ‘TITRAGES EN PRESENCE D’EAU PHYSIOLOGIQUE ACIDIFIEE. ra 
L’activité hémolytique est plus intense en présence d'eau physto- 
logique tamponnée a pI 6,6 qu’en présence d eau physiologique 
ajusiée 4 pH 6,6 par addition d’HC] N/10. L expérience a élé faite 
avee 8 toxines fraichement préparées dont Je pH était égal a 6,9 
3 toxines), 7-7,05-7, 1-7,2 et 7,35. Voici, par exemple, Jes résultats 
du titrage de Ja toxinc 4 pH 7: 


D.M.H. en présence d’eau physiologique tamponneée a pH 6,6. s 0,0005 c.c. 
D.M.H. en présence d'eau physiologiyue acidifiée & pll 6,6 
avec IICl. : : : 


0,001 c. c. 
AgTiNUATION SPONTANEE DE L’ACTIVITE HEMOLYTIQUE. 


L’action hémolytique des cultures perfringens fillrées est instable 
au contact de l’oxygéene de lair. Elle diminue graduellement pen- 
dant la conservation (Kamen 1904), D’aprés Ouranoff, la toxine 
perfringens perd son action hémolytique en quelques jours a 
V’étuve en conditions aérobies ou anaérobies [54]. 

M. Guillaumie, M. Fabre et G. Charles [26] ont titré, au cours 
de Ja conservation & 2° ou a 37°, de multiples échantillons de 
loxine perfringens préparés avec la souche Lechien et conservés 
en tubes bouchés au coton ou sccllés sous le vide ; avant Ja conser- 
vation, ces préparations contenaient 1.000 a 5.000 D. H. par centi- 
métre cube, les dosages étant fails en présence d’eau physiolo- 
gique ordinaire ; les titrages effectués aprés incubation montrent 
que la toxine perfringens, maintenue a 37°, en tubes bouchés, 
perd 95-98 p. 100 de son activité en trois jours; aprés vingt et 
trente jours d’étuve, 99 4 99,5 p. 100 de Vactivité a disparu ; en 
tubes scellés, l’atténuation est plus lente [20] : aprés trois mois 
d’étuve, les toxines n’ont souvent perdu que 65 a 85 p. 100 de leur 
activité ; aprés huit mois elles ne sont plus hémolytiques ou que 
faiblement. 

A 2°, en tubes bouchés, la toxine reste slable pendant cing a 
huit jours ; généralement elle perd 90 4 99 p. 100 de son activité 
en huit & dix jours puis s’atténue trés lentement au cours des 
mois suivants ; exceptionnellement, quelques toxines ne perdent 
que 60 p. 100 de leur activité pendant les trois premiers mois de 
la conservation. En tubes scellés sous un vide de 10 mm. de He, 
la toxine s’affaiblit fréquemment : une de nos préparations a 
perdu 380 p. 100 de son effet hémolytique en quatre mois, une 
autre 65 p. 100 en trois mois [28] ; 2 ne présentaient pas de début 
d’atténuation quatre et huit mois aprés leur préparation, mais 
dix mois plus tard leur effet hémolytique avait nettement baiss¢. 


Apres trente-cing 4 quarante mois de conservation a 2° dans des 
tubes scellés sous le vide, 3 autres toxines ont respectivement 
perdu pendant ce temps 22, 75 et 93 p. 100 de leur activité. 
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Les toxines perfringens A engendrées par la souche SS dans le 
bouillon Vf sont aussi hémolytiques que celles de la souche 
Lechien [27, 29] ; avant leur conservation, leur pH est générale- 
ment compris entre 6 et 7,2, tout comme celui des toxines de la 
souche Lechien. En dix & vingt jours de conservation 4 2°, en tube 
bouché au coton, elles perdent souvent 90 & 99 p. 100 de leur 
activité ; quelquefois 60 a 75 p. 100 seulement. 

Nous avons déterminé, en présence d’eau physiologique ordi- 
naire et d’eau physiologique tamponnée a pH 6,6 par addition de 
phosphates monopotassique et disodique, l’activilé hémolytique 
de 5 toxines élaborées par la souche SS et conservées a la tempé- 
rature de 2°, depuis trois mois, dans des tubes bouchés au coton ; 
Db. M. H. de ces toxines en présence d’eau physiologique : 0,02, 
0.04, 0,1, 0,04 et 0,04 c.c.; en présence d’eau physiologique 
tamponnée, la D.M.H. de la premiére est de 0,002 c. c., et celle 
des 4 autres est égale a 0,04 c. c. D’aprés ces résultats, l’addition 
de phosphates 4 Peau physiologique augmente done dans 2 cas 
sur 5 Vactivité hémolytique des toxines atténuées soumiscs au 
litrage. Avant la conservation, leur D. M. H. en présence d’eau 
physiologique était respeclivement de 0,0004, 0,0006, 0,0005, 
0.0002 et 0,0003 c. c. (tableau III). 


ACTIVATION DE LA TOXINE perfringens ATTENUEE. 


Vincent, Dopter et Billet (1917) mentionnent que |’activité hémo- 
lvtique des toxines atténuées augmente en présence de Cl, Ca [58]. 
En 1926, Neil [52] signale que Vhydrosulfite de soude intensifie 
activité hémotoxique des filtrats oxydés. Plus tard, Heyningen [36 | 
utilise lacide thiolactique pour activer les toxines dont l’activité 
a baissé ; M. Guillaumie emploie comparativement le chlorhydrate 
de cystéine, Je glutathion réduit et l’acide ascorbique. 


a) ACTION DE LA CYSTEINE, DU GLUTATHION OU DE L’ ACIDE ASCOR- 
BIQUE SUR LES TOXINES ATTENUEES. — M. Guillaumie, M. Fabre et 
G. Charles [26] précisent que la cystéime aux doses de 0,6 & 
4 p. 1.000 rétablit au taux initial le titre hémolytique (3) de la 
plupart des échantillons de toxine de la souche Lechien qui se 
sont alténués au cours d’un séjour de dix a vingt jours a la 
glaciére (2°) ou a létuve (37°). Dans toutes ces expériences les 


(3) En présence de 1 p. 1.000 de cystéine, les toxines préparées depuis 
dix-huit jours ne récupérent pas leur activité léthale initiale, méme 
lorsque leur activité hémolytique est totalement rétablie par Ja dose 
de cystéine employée [26] ; la cystéine ajoutée 4 des toxines ayant perdu 
plus de 65 p. 100 de leur nocivité pour la souris au cours de deux 4 
vingt-six mois de conservation 4 2° augmente nettement le pouvoir 
hémolytique et légerement Jl’action léthale [25]. 
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toxines additionnées de cystéine sont Jaissées 4 la température 
ambiante pendant vingt-cing 4 soixante minutes puis litrées en pre- 
sence d’eau physiologique ordinaire. Ensuite, M. Guillaumie cons- 
late, d’une part, que l’activation est plus lente, mais aussi intense, 
en présence de 1 p. 1.000 de glutathion réduit (4) qu’en présence de 
la méme dose de cystéine, et, d’autre part, que sous l'influence de 
quantités suffisantes de cystéine une période d’incubation nest pas 
nécessaire pour provoquer |’aclivalion maxima des toxines [46]. 
L’addition de cystéine a des toxines conservées 4 2° pendant un 
4 trois ans, ou 4 37° pendant trente a soixante jours, montre a cet 
auteur que 6 toxines maintenues a 2° pendant dix a douze mois 
récupérent totalement leur activité sous l’influence de ce réduc- 
teur [22]; mais apres vingt-six 4 vingt-sept mois de conservation 
4 2°, 2 toxines seulement sont totalement activées par la cystéine, 
4 ne récupérent en présence de ce réducteur que 50 p. 100 de leur 
activité [23]; aprés trente-cing 4 quarante mois a 2°, en tubes 
scellés sous le vide, des toxines qui contenaient encore 125 on 
500 D. H. par centimétre cube (7 et 25 p..100 de leur aclivilé ini- 
tiale) ne sont que légérement activées par la cystéine. Quant aux 
loxines conservées 4 37°, leur altération est déja nette au bout de 
trente jours et plus prononcée au bout de soixante jours [48]. 

M. Guillaumie a étudié sur les toxines altténuées |’aclion d'un 
autre réducteur : celle de Vacide ascorbique [20]. Rappelons que 
le groupement. — SH existe dans la molécule de la cystéine et du 
glutathion.réduit, alors qu’il fait défaut dans celle de l’acide ascor- 
bique. Dans des séries de tubes, les toxines ont été additionnées 
de 1 et 2 p. 1.000 d’acide ascorbique, maintenues comparativement 
aux températures de 22, 33 et 387°, puis titrées aprés une heure, 
trois heures et cmq heures d’incubation. Les titrages ont montré 
que 5 toxines élaborées par la souche Lechien, susceptibles d’étre 
rapidement et totalement activées par la cystéine ou le glutathion, 
n’étaient que partiellement activées en cing heures a 37° par 
lacide ascorbique utilisé indifféremment aux doses de 1 et 
2 p. 1.000. Exemple : a) Une toxine fraichement préparée contient 
2.500 D. H. par centimetre cube ; quinze jours plus tard, elle en 
contient 80; aprés addition d’acide ascorbique, elle en contient 
330; b) Une autre toxine contient 2.000 D. H. aussitot aprés la 


(4) D’aprés Binet, Jaulmes et Weller [2] le glutathion employé dans 
certaines conditions est capable d’atténuer une dose mortelle de toxine 
tétanique. Nous avons recherché s’il modifiait la nocivité de la toxine 
perfringens : & une préparation contenant 35 D. M. par centimétre cube 
nous avons ajouté 20 mg. de glutathion par dose mortelle et 15 mg. de 
bicarbonate de sodium par 20 mg. de glutathion. La solution a été 
maintenue pendant une heure 4 la température du laboratoire puis titrée 
sur souris (injections intraveineuses). Ainsi utilisé, le glutathion n’a pas 
appréciablement diminué Je titre léthal de la toxine perfringens étudice. 


“ TOXINE DE W. PERFRINGENS 19 


préparation, 2 D. H. trois mois plus tard et 160 aprés addition 
d’acide ascorbique. 

Dans les mémes conditions expérimentales, activité de 3 autres 
toxines n’a pas été intensifiée par l’acide ascorbique. 

Les eee avec les toxines élaborées avec la souche SS 
montrent que 5 toxines ayant perdu 60 4 95 p. 100 de leur activité 
en vingt jours 4 2° sont totalement activables par la cystéine. Au 
cours de un 4 dix mois de conservation A 2°, les toxines de cette 
souche subissent fréquemment des transformations irréversibles ; 
en effet, en ajoutant 1 p. 1.000 de cystéine A 22 toxines conservées 
a 2° depuis un a dix mois, nous avons constaté que 8 seulement 
récupéraient leur activité hémolytique primitive ; les 14 autres 
n’ étaient que partiellement réactivées. 


Parallélement 4 ces recherches nous avons examiné l’action: du 
calcium sur des toxines perfringens ayant perdu une grande partie 
de leur activité pendant la conservation. 


b) AcrION DU CALCIUM SUR LES TOXINES ATTENUEES SPONTANE=+ 
MENT. —- Comme sel de calcium nous avons utilisé l’acétate en 
solution 0,005 M dans l’eau physiologique ou le chlorure de 
Ca a 10 p. 100. Le chlorure est dissous dans l’eau distillée. La 
toxine atiénuée est répartie par quantités décroissantes’ dans des 
tubes & hémolyse ; dans chaque tube nous ajoutons la quanlité 
voulue d’eau physiologique ordinaire puis un volume fixe de se] 
de Ca: 0,5 c. c. de Ja solution d’acétate ou 0,05 'c. c. de la solu- 
tion de chlorure ; finalement nous mettons les globules rouges de 
mouton. Volume total de chaque mélange : 1 ¢. ¢., parfois 1,1 ¢. « 
Les tubes contenant la toxine additionnée de globules ainst que les 
lubes témoins sans toxine sont laissés pendant quatre heures a 
37-38° puis vingt heures a la température du laboratoire. 

Nous avons expérimenté avec 20 toxines préparées avec la 
souche SS et 9 toxines élaborées par la souche Lechien. 


EXPERIENCES AVEC LES TOXINES DE LA SOUCHE SS, — Les 20 pré- 
parations que nous avons examinées étaient conservées a la tem- 
pérature de 2° depuis vingt, quarante-cing, soixante-quinze jours 
ou depuis dix 4 vingt mois. Toutes ces toxines se sont alténuces 
pendant leur conservation. Nous avons obtenu les résultats sui- 
vants lorsque nous les avons additionnées de sel de calcium : en 
présence d’acétate ou de chlorure, 4 toxines ont acquis Je méme 
degré d’activité qu’en présence de cystéine ; 3 de ces toxines ont 
été totalement activées et une incomplétement. Cas des toxines 
complétement activées : 2 étaient préparées depuis vingt jours 
et une depuis quarante-cing jours; la D.M.H. de ces trois 
toxines, aussit6t aprés la préparation, ¢tait égale' a 0,0004 «. c. ; 
aprés vingt jours de conservation, la D. M. H. des deux ‘premieres 
était égale a 0,002 c¢. c. et celle ‘de la toxine ‘conservée pendant 
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quarante-cing jours ¢lail de 0,01 ¢,. c, En présence de Pun quel- 
conque de ces activateurs les 3 toxines ont récupéré leur activité 
initiale. Les chiffres que nous cilons indiquent que cette activite 
est élevée (2.500 D. H. par centimétre cube), Ainsi done le calcium 
rélablit dans toule son intensilé Veffet hémolytique de certaines 
torines atténuées. Nous reviendrons ultérieurement sur ce fait 
important [34]. 

Cas de la toxine incomplétement activée par le calcium ou par la 
cystéine : toxine préparée depuis. soixante-quinze jours ; D. M. i. 
aussitot aprés la préparation : 0,0004 c.c.; D. M. H. soixante- 
quinze jours aprés : 0,04 c. c.; D. M. H. apres addition d’acclate; 
de chlorure de Ca ou de cystéine : 0,0015 ¢. ¢. 

Si nous examinons les résultats que nous avons obtenus en trai- 
tant les 16 aulres toxines de la souche SS par les 3 activateurs 
envisagés, nous constatons que 2 toxines + chlorure sont aussi 
hémolytiques qu’en présence de cystéine et plus hémo'ytiques 
qu’en présence d’acétate, et que 14 toxines + chlorure sont fran- 
chement moins hémolytiques que les mémes toxines + cystéine ; 
7 de ces toxines sont nettement plus hémolytiques en présence de 
chlorure qu’en présence d’acélate et 7 autres deviennent sensible- 
ment aussi hémolytiques sous l’influence de }/acétate que sous }’in- 
fluence du chlorure. Dans nos conditions expérimentales. Je chlo- 
rure est done souvent un activateur plus efficace que lacétate de 
calcium. Signalons que parmi les 16 toxines étudiées, une scule 
a été complétement activée par la cystéine. Précisons aussi qu au 
cours de ces divers essais, 5 toxines ont été tilrées aprés acidifi- 
cation a pH 6,85. Dans le tableau I nous donnons quelques-uns 
de nos résultats. Voici deux exemples de toxines inégalement acti- 
vées par le calcium et la cystéine. Toxine III du 2 juin 1944. 
D. M. H. initiale : 0,0005 c. c.; vingt jours aprés, D. M.H. de 
la toxine atlénuée : 0,008 c.c.; D.M.H. en présence de Ca 
(acélate ou chlorure) : 0,002 c.c.; en présence de cystéine : 
0,0005 c.c. Toxine II du 12 mai 1942. D.M.H. initiale : 
0,0004 c.c.; vingt-trois mois plus tard, D. M. H. de la toxine 
atténuée : 0,4 c.c.; D. M. H. en présence d’acétate : 0,06 c. c., 
en présence de C],Ca: 0,02 c.c., en présence de cystéine : 
U,000T2 6. t. 


EXPERTENCES AVEC LES TOXINES ELABOREES PAR LA soUCcHE LECHIEN. 
— Deux élaient préparées depuis 80 jours et 7 depuis vinget-trois 
i trente-huit mois. Dans 4 cas, le calcium a déterminé le méme 
litre hémolytique que la cystéine et dans 5 cas -une activité 
moindre, Les 2 toxines préparées depuis 80 jours ont été tota- 
lement activées par le calcium et la cystéine (D. M. TH. respectives 
de ces toxines avant d’étre activées ; 0,0015 et 0,005 e.c. : apres 
activation : 0,0002 et 0,0004 c.c.). 
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TABLEAU 1. — Influence comparée du calcium et de la cystéine sur 
Vactivité hémolytique de la toxine perfringens conservée depuis 
un certain temps. 


2 a DOSE HEMOLYTIQUE 
= = en centimétre cube 
a ® de Ja toxine atténuée 
ECHANTILLON eo a5 
Riss Ba 
y Oo? =a : 
de loxine Asa ES oe Litrage en présence 
sO Gi 05 
iJ os 
S| es ales 
5 2 mS ; 
i o a= Q | dacétate de de 
Su de Ca Cl,Ca cystéine 
SS ee | ee SS 


Toxines élaborées par la souche SS : 


II du 4 janvier 1944 . .|0,0005 |75 jours.| 0,06 0,004 | 0,002 0,0006 
lil du 4 jamvier 1944. ./0,0005 |75 jours.) 0,03 0,007 0,0006 | 0,0006 
V du 4 janvier 1944 . .|0,0004/|75 jours.| 0,02 0,004 0,0007 | 0,0006 


II du 12 mai 1943 . . ./0,0006|40 mois. 


iI du 24 mai 1943. . ./ 0,0004 |10 mois. 0,05 0, 04 0,0006 
B du 16 février 1943 . .|.0,0006 |414 mois.| 4 0,2 - | 0,04 0,02 

du 49 février 1943 . . .|0,0006 |45 mois.| 4 0,03 0,05 0,003 
dui7 septembre 1943. .| 0,0006|19 mois.| 0,05 0,02 0,02 0,004 
HL du 46 juin 1942. . .| 0,0004/22 mois.| 0,4 0,4 0,4 0,004 
1 du 3 juin 1942. . . .| 0,0006|22 mois.| 0,04 0,008 0,007 0,002 
II du 12 mai 1942 . . ./0,0004|23 mois.| 0,4 0,06 0,02 0,0007 

Toxines élaborées par la souche Lechien 

Idu 7 mars 1944. . . .| 0,0002)80 jours.| 0,0015 0,0002 | 0,0002 
IV du 7 mars 1944. . .| 0,0004 |80 jours.| 0,005 0,000% | 0,0004 
II du 6 mai 1942. . . .| 0,0005 |23 mois.| 0,5 0,04 0,02 0,001 
I] du 42 mai 1942 . . .|0,0005|23 mois.| 0,05 0,007 | 0,006 0,004 
Il du 24 février 1942. .| 0,004 |25 mois.| 0,04 0,.04 0,004 
II du 21 juillet 1942 . . 34 mois.| 0,04 0,0045 | 0,0045 


En résumé : ]’étude comparée de l’effet activateur du Cl,Ca ct 
de la cystéine sur 29 toxines atténuées, préparées depuis des temps 
variables, montre que le Ca intensifie autant que la cystéine ]’ac- 
tion hémolytique de 10 toxines et moins que la cystéine action 
de 19 préparations. Dans la premiére éventualité et suivant les 
toxines examinées, le titre hémolytique sous l’influence de ces 
deux activateurs passe de 100 D. II. 4 2.500 ou de 200 a 5.000 (5). 


(5) Nous avons ajouté comparativement du Cl,Ca et de la cystéine a 
6 toxines tétaniques atténuées, préparées depuis sept, quatorze et vingt 
et un jours. La cystéine a rétabli intégralement l’activité hémolytique 
de 2 toxines et conféré aux 4 autres 20 4 50 p. 100 de leur activité ini- 
tiale. Dans 5 cas Je Ca n’a pas déterminé la moindre activation, dans 
un cas il a provoqué un accroissement insignifiant du titre hémo- 
toxique. 
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"ATTENUATION PAR LA CHALEUR. 


Herter (1906) indique que |’hémolysine des cultures perfringens filtrées 
n’est pas complétemetit*détruite en une heure a 70° ni méme & la tem- 
pérature d’ébullition [40]. Campbell (1909), par contre, signale que le 
pouvoir hémolytique disparait en trente minutes A 80° [5] ; Costa et 
Troisier (1915) constatent méme qu’il est annulé en trente minutes a 
56° [7]; Ouranoft [54], Ford et Lawrence [44] notent le méme 
phénoméne apres trente minutes Aa 60°; Ford et Williams [42] 
x 62°-63° ; Shiraishi apres dix minutes 4 70° [55]; Kojima [ 45} 
en 1922 confirme observation de Costa et Troisier et Wuth [68], 
en 1923, celle de Ouranoff. Neill signale, en 1926, que dix 
minutes A 56° suffisent pour détruire toute l’hémolysine perfrin- 
gens [52]. Cependant Henry (1922) établit que les filtrats sont nette- 
ment hémolytiques apres quinze, trente, quarante-cing et méme 
soixante minutes de chauffage A 60°, apres chauffage 4 80° pendant 
quinze & soixante minutes ou aprés chauffage 4 100° pendant cing, dix 
et quinze minutes [38]; les toxines de H. Henry possédent encore 
25 a 35 p. 100 de leur activilé primitive aprés soixante minutes a 60° 
et 14 417 p. 100 de leur titre initial aprés cing minutes d’ébullition. 


a) ACTION DE LA CHALEUR SUR LES TOXINES FRAICHEMENT PREPA- 
riES. — Nous avons soumis a l’action de la chaleur dans des tubes 
‘en verre A paroi mince de nombreux échantillons de toxine per- 
fringens A fraichement préparés, légérement acides ou alcalins 
(pH 6,8 a 7,1), contenant en général 1.000 & 2.500 D. H. par cen- 
‘timétre cube, quelquefois 5.000 [30], d’aprés les titrages réalisés 
en présence d’eau physiologique ordinaire. Ces toxines ont été 
obtenues en centrifugeant divers bouillons Vf ensemencés depuis 
quatorze, & vingt heures avee les. souches de W. perfringens 
Lechien, SS on A.100:P. 

Les toxines 4. chauffer. sont réparties dans des tubes en verre 
de 14 mm. de diameétre intérieur (3,5 c. c. par tube), maintenues 
pendant des temps variables dans des bains-marie a température 
constante, puis, aprés refroidissement, titrées en présence d'eau 
physiologique a 9.p. 1.000. Nos observations sont résumées dans 
le tableau IL : les.chiffres de ce tableau montrent que trente minutes 
de chauffage a 50° ou dix minutes a 56° ne suffisent pas pour sup- 
primer Vactivité, hémolytique des toxines vis-a-vis des hématies de 
mouton ;,par contre, aprés trente minutes a.56°, 7 toxines sur 8 
nes sont plus hémolytiques. Les. propriétés. hémotoxiques~ des 
toxines que nous avons examinées disparaissent en dix a vingt 


minutes a 60° ou en cing minutes & 70° ; ces toxines different done 


de celles de Henry ou de Herter. Dans nos expériences les toxines 
chauffées pendant trente et soixante minutes a 60° n’hémolysent 
pas plus les globules rouges de lapin que ceux de mouton (les tubes 


s hématies de lapin et les toxines chauffées 


s Dy 
a hémolyse contenant, le 
sont, laissés soit quatre heures a 37°, soit deux heures a.37°. et 
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Tasteau Il. — Activité hémolytique de divers échantillons de toxine 
perfringens aprés chauffage dans des aed marie a terouLee 
températures. 


ACTIVITE HEMOLYTIQUR APRES. CHAUFFAGE | 


dans 
des bains-marie 4 
DUREE 
du chauffage 
(en minutes) 


minime notable ; 
nulle (moins de1 D.H.| . (nombre de D.H. 
par c.c.) par c.c.) 


TOXINES 
chauffées 
NOMBRE 
de toxines 
chauffées 


6 toxines. |2&25 (45 toxines). 
toxines. 5 toxines. |1 45 (9 toxines). | 


oe 
i) 
° 


toxine. 4 & 50 (6 toxines). 
toxines. |‘ 4 toxine. ets Sat 


toxines. 3 toxines. /|4.45 (10 toxines). 

toxines. 3 toxines. 

toxines. . 
3 toxines. 

toxines. 


toxines. 
5 toxines. 


5 toxines. 30 (33 toxines). 
toxine. 5 (5 toxines). 
4 toxines. 3 toxines. > (5 toxines). 
9 toxines. 


six heures 4 2°). Ajoutons toutefois que nos préparations’ sont 
plus ou moins hémotoxiques aprés cing minutes de chauffage « 
100° et qu’elles ne sont dépouillées de cette activité quen trente 
4 soixante minutes 4 100°. De nos titrages il ressort que 5 toxines 
sur 38 sont trés peu hémolytiques aprés cing minutes a-100° ; 
33 le sont nettement : 9 renferment 2 ou 5 D. H. et 23 :5 a 30-D. I. 
par centimétre cube ; d’aprés Je calcul, Vactivité des toxines les 
plus hémolytiques aprés chauffage a 100° pendant cing minutes 
varie entre 0,2 et :0,8 p. 100 de l’activité initiale, parfois atteint 
1,4 p. 100. Signalons aussi le fait trés intéressant suivant que nous - 
avons maintes fois observé : des toxines ayant perdu-leur action 
hémolytique en cing minutes a 70° deviennent hémotoxiques au 
cours d'un chauffage conséculif de cing, minules: 4 100° [34, 33] ; 
précisons enfin que ces toxines hémolytiques aprés chauffage a 
Vébullition sont neutralisées par de faibles quantités: oe sérum 
anti-perfringens. 

En utilisant comparativement de l’eau physiologique tamponnéc 
i ‘pH 6,6 par addition de phosphates et de l’eau physiologique 
ordinaire pour déterminer l’activité hémolytique de 4 toxines 
ehauffées pendant cing minutes 4 100°, nous ‘avons constaté que 
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les conditions du titrage n’influencaient pas les résultats dans 
trois cas; dans un cas, le titre de la toxine en cause était lége- 
rement plus élevé dans ]’eau physiologique tamponnée que dans 
eau physiologique ordinaire. 


Nous avons signalé précédemment que la cystéine accentue 
considérablement |’activité hémolytique des toxines qui se sont 
atténuées spontanément pendant Ja conservation; mous avons 
recherché son influence sur des toxines atténuées par la chaleur. 
Nos titrages en présence d’eau physiologique ordinaire indiquent 
que la cystéine est sans action sur les toxines qui n’exercent plus 
d’effet hémolytique aprés cing minutes de chauffage & 70°. Par 
contre, elle augmente légérement l’activité de 7 toxines sur 9 qui 
viennent d’étre chauffées pendant cing minutes 4 100°; en voici 
des exemples : sous ]’influence de la cystéine, le nombre de D. H, 
contenues dans 1 c. c. d’une toxine chauffée 4 100° passe de 3 a 
14; dans le cas de deux autres toxines il passe de 14 a 25 et, 
dans un autre cas, de 16 D. H. par centimétre cube a 30. 

Rappelons [34] que les toxines chauffées contenant 11 a 30 D. H. 
par centimétre cube aussitOt aprés cing minutes de chauffage a 
100°, s’atténuent Jentement pendant la conservation 4 la tempéc- 
rature de 2°; rappelons aussi que Ja cystéine rétablit, dans nos 
expériences, l’activité hémolytique des toxines chauffées qui se 
sont atténuées pendant le vieillissement ; il suffit en effet d’ajouter 
ce réducteur 4 la dose de 1 p. 1.000, plusieurs mois aprés Je chaui- 
fage, pour conférer aux toxines l’activité qu’elles avaient mani- 
festée aussilot aprés le chauffage. 

Parallélement, nous avons examiné ]’action du calcium sur les 
toxines atténuées par Ja chaleur. Nous avons fait agir de l’acétate 
ou du chlorure de calcium sur 7 toxines venant d’étre maintenues 
pendant cing minutes a 100° ; le calcium a augmenté |’activité. de 
4 toxines, il n’a pas modifié celle de 3 toxines trés faiblement hémo- 
toxiques (dosages en présence d’eau physiologique ordinaire). 

Nous avons mentionné [34] que le Ca rétablit Vactivité des 
toxines chauffées qui ont perdu une. partie de leur efficacité pen- 
dant plusieurs mois de conservation 4 2°; l’expérience a porté 
sur 7 toxines nettement hémolytiques aussitot aprés le chauffage : 
elles contenaient, en effet, 11 430 D. H. par centimetre cube. Le 
Ca ajouté plusieurs mois plus tard a ramené les toxines A ce titre. 

Le calcium, de méme que la cystéine, est sans action sur les 


toxines qui ne sont pas hémotoxiques aprés cing minutes de 
chauffage 4 70°. 


b) AcTION DE LA CHALEUR SUR LES TOXINES PREPAREES DEPUIS PLU- 
SIEURS MoIS. — Dix toxines (pH 7,6-7,8) préparées depuis plu- 
sicurs mois sont maintenues pendant cing minutes a 70° et titrées 
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soit en présenc> d’eau physiologique ordinaire, soit en présence 
d’eau physiologique tamponnée (pH 6,6). Le mode de titrage n’in- 
fluence sensiblement pas les résultats : aprés cing minutes de 
chauffage 4 70°, 4 toxines ne sont pas hémolytiques ; 6 le sont a 
peine : 4 contiennent moins d’une D. H. par centimétre cube et 
2 en renferment respectivement 2 et 5. En étudiant V’influence de 
la cystéine sur 2 toxines non hémotoxiques aprés le chauffage 
indiqué et sur 4 toxines chauffées contenant une trace d’ hémoly- 
sine (moins d’une D. H. par centimétre cube) nous avons constaté 
qu’en présence de cystéine une préparation restait sans effet hémo- 
lytique ; les 5 autres devenaient appréciablement hémolytiques : 
elles contenaient alors 2 45 D. H. par centimétre cube. 

Aprés plusieurs mois de conservation 4 2°, 8 toxines, ren- 
fermant 25 4 140 D. H. par centimétre cube d’aprés les titrages 
en présence deau_ physiologique, sont portées pendant cing 
minutes a 100°. Ce chauffage les atténue :aprés ébullition, 2 toxines 
sont sans effet sur les globules rouges de mouton, 1 contient 
100 D. H. par centimétre ‘cube et 5 en contiennent 3 a 20 (dosages 
en présence d’eau physiologique ordinaire). Nous avons ajouté 
1 p. 1.000 de cystéine 4 5 toxines chauffées ; avant cette addition, 
elles renfermaient respectivement 100, 3, 5, 5 et 20 D.H. par 
centimétre cube ; aprés ]’action de Ja cystéine leur titre respectif 
est de 100, 50, 110, 140 et 20 D. H. par centimétre cube ; la cys- 
téine n’a done pas modifié le pouvoir hémolytique de la premiére 
et de la derniére toxine examinée, alors qu’elle a nettement aug- 
menté celui des trois autres. Nous indiquerons ultérieurement [34], 
dans le chapitre destiné au titre léthal des toxines plusieurs mois 
apres leur préparation, Ja nocivité in vivo de ces toxines portées 
a 100° aprés conservation. ; 

Précédemment, nous avons déterminé, en présence d’eau phiv- 
siologique tamponnée ou non, l’activité hémolytique des toxines 
chauffées 4 100° aussit6t aprés leur préparation et constaté que 
les deux procédés de titrage donnaient les mémes résultats dans 
3 cas sur 4. Dans les mémes conditions, nous avons recherché Je 
titre de 5 toxines chauffées pendant cing minutes 4 100°, trois mois 
apres leur préparation. D’aprés le tableau III, V activité de ces 
5 toxines chauffées est trés légéerement diminuée par les phos- 
phates, le titrage étant fait en l’absence de cystéine. Un constituant 
hémolytique actif de ces toxines est donc trés faiblement inhibé 
par les phosphates. Dans une autre série de dosages, les 5 toxines 
chauffées A 100° sont additionnées de 1 p. 1.000 de cystéine et 
ensuite titrées ; les résultats obtenus (tableau III) montrent, d’une 
part, que ce réducteur augmente |’activité des toxines, d’autre 
part, que le constituant hémolytique activable par la cystéine est 
plus hémotoxique dans l’eau phyatploniaue tamponnée que dans 
Veau physiologique ordinaire. 
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Tapieau Ill. — Activité hémolytique, avant et aprés chauffage 4 100°, 
de différentes toxines perfringens préparées depuis plusieurs mois. 
Résultats des titrages effectues, avant et aprés addition de cys- 
téine, en présence d’eau physiologique ordinaire ou d’eau phy- 
siologique tamponnée. 
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Il. — Toxines précipitées. 


En 1920, Henry et Lacey [37] ont déterminé les quantités de toxine 
perfringens précipitables par des doses variées de sulfate d’ammonium ; 
en employant 500 g. de sulfate par litre de toxine, ces auteurs ont 
précipité 54 p. 100 de la toxine. D’aprés M. Guillaumie [47] le sulfate 
d’ammonium ajouté & raison de 625 g. par litre de culture centrifugée 
précipite environ 58 p. 100 de la toxine présente dans le liquide (moyenne 
de 28 préparations). 


La toxine perfringens précipitée par le sulfate d’ammonium est 
hémolytique. Pour étudier son activité, Glenny, Barr, Llewellyn- 
Jones, Dalling et Ross [44] la mettent en solution dans le tampon 
boraté de Glenny, Pope et Waddington [45] auquel ils ajoutent 
0,3 p. 100 de chlorure de sodium. M. Guillaumie [20] a employé 
comparativement divers solvants : de l'eau physiologique ordi- 
naire a 9 p. 1.000, du bouillon Vf additionné ou non de cystéine, 
des solutions de phosphates de pH 6 et 8,3 (obtenues en ajoutant, 
d’aprés le procédé de Clark et Lubs [6], de la soude N/10 4 du 
phosphate monopotassique M/5) et, en outre, 5 mélanges-tampon 
de pH 6, 6,6, 7,1, 7,5 et 8, préparés selon Sérensen [57], Dou- 
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glas, Eyre, Laidlaw et Wolff, [40] avee des solutions: M/15 de 
phosphates monopotassique et disodique. De nombreux échantil- 
lons de toxine élaborés par la souche Lechien ont été titrés aprés 
dissolution dans les deux premiers solvants (eau physiologique 
et bouillon Vf); parmi ces toxines, 7 ont été titrées simultané- 
ment en-solution dans les mélanges-tampon indiqués. ‘Le pH des 
solutions de toxine dans l’eau physiologique varie souvent, suivant 
les échantillons, entre 6 et 6,4, et, dans le bouillon Vf + cystéine, 
entre 6,7 et 6,9. Les solutions M/15 des 2 phosphates ont été faites 
dans ces expériences soit avec de l’eau distillée, soit avec de l’eau 
physiologique. Les mélanges alcalins de pH 7,5 et 8 sont préparés 
avec les phosphates en solution dans l’eau distillée ; ces mélanges 
nhémolysent pas les hématies de mouton. Mais pour obtenir des 
mélanges-tampon de pH 6, 6,6, 7,1 et 8,4 sans effet sur les éry- 
throcytes il a fallu faire usage de phosphates en solution dans |’eau 
phy siologique. La toxine a titrer est dissoute a la concentration de 
1 p. 1.000 dans chaque solvant ; le dosage est commencé trente 
a soixante minutes aprés la préparation des solutions et, pour 
éprouver la stabilité des.solutions, souvent. refait cing heures et 
vingt-quatre heures plus tard. Nous avons aussi titré des toxines 
dissoutes dans des tampons boratés ou dans de l’eau physiologique 
additionnée de sels de Ca. Tous nos titrages sont réalisés en pré- 
sence de 0,1 ¢. c. d'une suspension a5 p. 100 d’hématies de mouton 
dans les conditions expérimentales que nous avons précisées anté- 
rieurement : les dilutions de la toxine sont effectuées avec de eau 
physiologique lorsque Ja toxine est dissoute dans de |’eau ‘physio- 
logique ou dans du bouillon ; dans les autres cas, avec le tampon 
qui a servi a Ja dissoudre. Les résultats sont les suivants : 


A. — TOXINES EN SOLUTION DANS DE L EAU PHYSIOLOGIQUE, 
DANS DES MELANGES DE PHOSPHATES OU DANS DU BOUILLON Mi 


a) AcTivity: DES SOLUTIONS TITREES UNE HEURE APRES LEUR PRE- 
PARATION A LA TEMPERATURE DU LABORATOIRE. — A pH 6 ou 6,5, en 
solution phosphatée, 5 échantillons de toxine perfringens élaborés 
par la souche Lechien, sur 7 toxines examinées, sont plus hémoly- 
tiques qu’en solution dans Jes mélanges-tampon alcalins.ou dans 
eau physiologique ordinaire et aussi hémolytiques qu’en solution 
dans du bouillon Vf additionné de cystéine ;.2 sont moms hémoly- 
tigues que dans Je bouillon + cystéine. Nous indiquons quelques- 
uns de.ces résultats dans le tableau IV. Ajoutons que la cystéine 
i la dose de 1 p. 1.000 n’augmente pas l’activité hémolytique des 
toxines en solution dans les mélanges- tampon de pH on ou te ou 
dans l’eau physiologique. 

Spatoxines(ES,, ES,, £S,, ES, ES,.5 BS) préparées avec la 
souche SS et une toxine (EP;) élaborée par la souche A 100: P sont 
litrées dans les mémes conditions que les toxines précédentes 
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Tapteau IV. — Activité hémolytique, dans divers solvants acides 
ou alcalins, de différents échantillons de toxine perfringens 


précipitée. 
—— EE, 


ECHANTILLON DOSE MINIMA HEMOLYTIQUE ACTUELLE, EN CENTIMETRE CUBE, 
de toxine de différentes solutions de toxine perfringens 
3 = Pa 
Si a — mid = = 
; 3 5 Fe ge = a. 
3 28 Be. fp igga 4: as eee ee 
5 ete $m BS Ba Sz ba 
E] a ae mo? Som a mm 
a = 3 Ot ae, $ g 
Py g Sig +a ve r=¥ 
+ ~ 7, 
Eg Lechien. | 0,005 0,0015 | 0,0015 0,003 0,005 
Ex) Lechien. | 0,0009 0,0003 0,0003 0,004 0,0015 
E35 Lechien. | 0,002(pH6)| 0,0006 | 0,0006 (pH 6) 0,002 0,015 
Poe Lechien. | 0,0005 0,0003 | 0,0008 0,003 
Pao Lechien. | 0,002 0 ,0006 0,0045 0,002 0,004 
ES3 Ss 0,5 0,5 0,5 
ES, Ss 0,2 0,2 
ES, Ss 0,004 0,0045 0,0015 
ESjo Shs) 0,02 0,003 0,02 
EP; A100P 0,009 0,002 0,002 


quatre toxines de la souche SS ont la méme activilé hémolytique 
dans l’eau physiologique tamponnée (pH 6,6) et dans eau physio- 
logique ordinaire ; l’effet hémolylique d’une autre toxine (S,,) est 
tres légérement atténué par les phosphates ; quant aux deux der- 
niéres toxines, elles sont plus hémolytiques en milieu tamponné 
qu’en Vabsence de phosphates (tableau IV). Toutes ces toxines 
produisent une nécrose typique en injection intradermique ; dans 
le tableau IV du mémoire suivant nous indiquons la formule anti- 
génique de quelques-unes d’entre elles (voir le rapport entre a 
dose nécrosante LN et la dose L + de chaque toxine). 


b) Acrivity DES SOLUTIONS TITREES CINQ HEURES APRES LEUR PRI- 
PARATION. — Sept toxines élaborées par la souche Lechien sont 
mises en solution dans Jes mélanges de phosphates ct titrées 
une heure et cing heures aprés la préparation des solutions. 
D’aprés les titvages, 4 toxines restent stables pendant cing heures 
i pH 6; 3 s’atténuent Iégérement: au cours du méme délai. 
6 toxines restent stables 4 pH 6,6 et 5 a pH 7,1. | 


B. — Toxines EN SOLUTION DANS DES TAMPONS BORATES. 


Dans le tampon boraté de Glenny, Barr, Llewellyn-Jones, Dalling 
et Ross, Vactivité hémolytique des toxines perfringens A élaborées 
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par la souche Lechien est beaucoup plus faible que dans leau 
physiologique et que dans le bouillon Vf +  cystéine. 
Ex. D.M.H. de la toxine E 34 + eau physiologique ordinaire. . . . 0,004 c.c. 


D.M.H. de la toxine E 31 + bouillon Vf + cystéine. . 2... 0.0004 c.c. 
D.M.H. de la toxine E 34 + tampon boraté. ......... O03 cee: 
C. — TOXINES ADDITIONNEES DE CALCIUM. 


Nous avons délerminé en présence d’acétate ou de chlorure de 
Ca Vactivité hémolytique de 20 toxines perfringens A (5 élaborées 
par la souche Lechien, 10 par la souche SS et 5 par la souche 
\ 100 P). Les toxines sont dissoutes a la concentration de 1 p. 1.000 
dans de l’eau physiologique ordinaire ou dans de l]’eau physiolo- 
gique ajustée & pH 6,5 avec HCl] N/10. Puis, chaque toxine est 
répartie par quantités décroissantes dans des tubes A hémolyse 
habituels de 9 mm. de diamétre ; ensuite, addition dans les diffé- 
rents tubes d’une quantité voulue d’cau physiologique et d’un 
volume fixe de sel de calcium : 0,5 c. c. d’acétate de Ca 0,005 M 
en solution dans l’eau physiologique ou 0,05 c.c. de Cl,Ca a 
10 p. 100. Les hématies sont ajoutées soit aussit6t apres le sel de 


Tasteau V. — Activité hémolytique comparée de la toxine perfringens 
en solution dans du bouillon Vf-+ cystéine ou dans de leau 
physiologique additionnée ou non de calcium. Dose mortelle de 
la toxine en solution dans l’eau physiologique ordinaire. 


o 
: & | D. H. ACTUELLE, EN CENTIMETRE CUBE 
te s < de la toxine en solution ; Qo z, 
eae! Be dans ]’eau physiologique 3 Suara 
oa eI ges 
e ms oe = oa 
‘ 2 o oI 2 On 
x eye es eS 2 Bs mags Ara So 
° Es er 5 g 2 Ss O:5 wz Eo 5 
z ce Hee ages = oS of | ges 
2 a4 s 8 3 4 ar ct phe 
S ih aee + 
E5g Lechien | 0,0003 | 0,008 0,002 0,003 0,00 0,09 
E;,; Lechien 0 0004 0,004 0,004 0,004 0 0,065 
E.; Lechien | 0,0006 | 0,002 0,002 0,002 
ES, ss 0,1 0,003 0,002 0,09 
ES; ss 0,5 0,5 0,004 0,002 0,20 
ES, ss 0,4 0,9 0,008 0,0045 0,44 
ES, Ss 0,0015 | 0,004 0,002 0.002 0,08 
ES; ss 0,002 0,004 (), 006 0,003 0,065 
ES, ss 0,0015 | 0,4 0,002 0,002 0,42 
ES, ss 0,002 0,007 0,004 0,002 0), 22 
ES, SS 0,003 0,02 0,005 0,005 0,04 0,07 
EP, Ajoo P 0,0008 0), 004 0,0009 0,04 
EP, 400 P 0,002 (), 004 0,004 0,004 0,26 
EP, 100 0,0006 | 0,003 | 0,002 0 ,0006 0,10 
EP: Ajo P (0), 002 0,009 0,005 0,001 0,42 
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calcium, soit vingt a lente minutes plus tard ; volume tolal ae 
tous les mélanges : 1 ¢. c. Les tubes sont laissés, comme dans les 
expériences précédentes, pendant quatre heures a (37°, puis a la 
température -du. laboratoire jusqu’au Jendemain. Notation du 
dernier tube a hémolyse: totale. “s 

Nous donnons quelques-uns de nos résultats dans le tableau V. 
L’ensemble des déterminations a montré les faits suivants : 

1° En solution dans l’eau physiologique, 20 toxines sont moins 
hémolytiques que dans le bouillon Vf + cystéine ; dans 17 cas sur 
20 le Ca augmente J’activité hémolytique dans eau physiologique. 

2° En présence d’acétate de calcium, 9, toxines sont aussi hémo- 
lytiques qu’en: présence de Cl,Ca; 8 toxines Je sont nettement 
moins. / 

3° En présence de €1,Ca : 


8 toxines sont franchement moins hémolytiques que dans le bouillon 
Vf + cystéine. 

.3..toxines sont presque aussi hémolytiques que dans le bouillom 
Vf + cystéine. 

5 toxines sont aussi hémolytiques que dans le bouiHon Vf + cystéine. 
4 toxines sont plus hémolytiques que dans le bouillon Vf + cystéime. 


-Autrement dit, dans 8-cas sur 20, les toxines sont franchement 
plus hémolytiques et dans 3 cas Jégérement plus hémolytiques 
dans Je bouillon Vf + cystéine que dans J’eau physiologique 
+ Cl,Ca ; dans 5 cas, également hémolytiques dans les 2 solvants 
et dans 4 cas moins hémolytiques dans le bouillon additionné de 
cystéine que dans l’eau physiologique + Cl,Ca. 


En résumé, dans beaucoup d’essais l’activité hémolytique est 
aussi intense, sinon plus, dans le bouillon additionné de 1p. 1.000 
de cystéine que dans ]’eau physiologique + Cl,Ca. Ce fait tient 
vraisemblablement aux traces de Ca présentes dans le bouillon Vf 
et a Paction stabilisatrice qu’exerce ce houillon sur les constituants 
hémolytiques de la toxine perfringens. 


NEUTRALISATION DE L’EFFET HEMOLYTIQUE DE LA TOXINE perfringens 
PAR LES SERUMS ANTI-perfringens. 


Les sérums anti-perfringens A suppriment l’effet hémolytique 
et action léthale de la toxine perfringens A. En utilisant des sérums 
qui a la dose de 1/100 c. c. neutralisaient 4 dose mortelle de toxine 
perfringens (titrages sur cobayes, injections intraveineuses) Wein- 
berg et Seguin [65] ont obtenu de bons résultats dans le traite- 
ment des blessés de guerre alteints de gangréne gazeuse. 


PREPARATION DES SERUMS. — Les premiers sérums anti-perfringens ont 
été obtenus Sur animaux traités par des injections répétées de cultures 
de W. Perjringens [47, 59, 65, 56] ou de toxine perfringens filtrée [ 44, 
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4, 65]. Par la suite on a utilisé, comme antigtne, de la toxine for- 
molée [64, 47, 24], de la toxine précipitée par Valun ou enrobée de 
lanoline [64, 49, 241]. 

Nous avons immunisé plusieurs lots de chevaux par des injections de 
toxine perfringens additionnée de lanoline et de bacilles perfringens 
vivants ; nous avons employé pour la premiére inoculation: 50, 100, 
250, 500 ou 1.000 D. M. de toxine perfringens précipitée par le sulfate 
d’ammonium, desséchée, pulvérisée et titrée sur souris. Avant d’étre 
incorporée a la lanoline, la toxine est dissoute dans quelques centimetres 
cubes d’eau physiologique ou de toxine perfringens centrifugée. Au 
cours de l’immunisation, les chevaux recoivent en injection sous-cutanée 
des doses croissantes de toxine précipitée ; les quantités successivement 
injectées 4 ceux du 1% lot sont de 50, 100, 250, 500, 1.000, 1.500, 2.000, 
3.000, 4.000, 5.000 D. M. ; & ceux du 2° lot, 100, 250, 500, 1.000, 2.000, 
3.000, 4.000, 5.000 D. M. ; & ceux du 3° lot : 250, 500, 1.000, 2.000, 3.000, 
4.000, 5.000 D. M. ; a ceux du 4° lot : 500, 1.000, 2.000, 3.000, 4.000, 
5.000 D. M. ; & ceux du 5*® lot : 1.000, 2.000, 3.000, 4.000, 5.000 
D. M. Des prélévements de sang sont faits avant chaque injection 
et tous les sérums sont titrés sur souris de la méme maniére. Les 
dosages. montrent que les chevaux des deux 1° lots s’immunisent plus 
lentement que les autres et que ceux du 5° lot ne réagissent pas plus 
intensément que ceux du 4° ; aussi avons-nous conciu que pour obtenir 
rapidement de bons sérums il fallait utiliser, lors de la 17° injection, 
plus de 50 D. M. de toxine titrée sur souris, mais qu’il n’était pas 
nécessaire d’en employer 1.000. Tablant sur ces observations, nous avons 
par la suite immunisé de nombreux chevaux en leur injectant des doses 
croissantes d’anatoxine perfringens obtenue en ajoutant du formol 4 
de la toxine contenant 20 a 25 D.M. par centimétre cube. Les doses 
successivement injectées par voie sous-cutanée ont été généralement de 
25, 50, 100, 200, 300, 400, 500 c. c. 


AcriviTé pEs sfrums. — En 1922 et 1923, Henry [38, 39] recherche 
avec précision la quantité de sérum anti-perfringens qui inhibe in vitro 
l’effet hémolytique d’une quantité déterminée de toxine. Dalling, 
Glenny, Mason et O’Brien [9], Mason et Glenny [50], Menk [54], 
Glenny, Barr, Llewellyn-Jones, Dalling et Ross [44] comparent les 
volumes de sérum qui empéchent l’effet hémolytique et l’action léthale 
de différentes toxines peu hémolytiques ; ces auteurs notent un paral- 
lélisme entre les doses anti-hémolytiques in vitro et les doses anti- 
toxiques in vivo. Nous indiquerons dans. l'article suivant [34] les 
conclusions concernant la constitution de la toxine perfringens qui ont 
été tirées de cette observation. 

En 1936, Glenny [43] a observé des anomalies au cours du titrage de 
la toxine et de l’antitoxine perfringens en présence de certains sérums 
normaux ; quelques-uns ont augmenté de plus de 10 fois I’activité 
hémolytique de la toxine perfringens. I] est possible que ce phénoméne 
soit di au pouvoir tampon des sérums normaux. 

Pour apprécier l’activité anti-hémolytique des sérums anti-perfringens 
Weinberg et Guillaumie [63] ont recherché le volume de sérum qui 
neutralise in vitro 20 D. H. de toxine perfringens. Plus tard, M. Guillau- 
mie a procédé autrement: cet auteur a d’abord déterminé Je poids de 
toxine qui, en présence de 1/10° d’unité antitoxique du sérum étalon inter- 
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national proposé par Hartley [35], hémolyse in vitro la moitié environ 
des globules présents dans 0,1 c.c. d'une suspension & 5 p. 100 
d’hématies lavées de mouton [418] ; ce poids de toxine peut ¢tre désigné 
par. LH/10, le symbole LH représentant le poids de toxine dont 1J’acti- 
vité hémolytique est partiellement neutralisée in vitro par une unité 
antitoxique du sérum étalon international. Ensuite, pour préciser le 
titre anti-hémolytique d’un sérum anti-perfringens 4 usage thérapeu- 
tique, M. Guillaumie recherche le volume de ce sérum gui, en présence 
de la dose LH/10 de la toxine perfringens titrée comme nous l’avons 
dit précédemment, empéche in vitro Vhémolyse de la moitié environ des 
globules employés [418] ; une telle méthode de titrage permet d’exprimer> 
en unités internationales le titre anti-hémolytique du sérum examiné. 
Rappelons qu’au cours de ces divers dosages, la toxine et les sérums 
sont amenés aux dilutions voulues avec de l'eau physiologique et que 
les mélanges de toxine et de sérum anti-perfringens (volume total 
0,9 c. c.) sont Jaissés pendant quarante-cing 4 soixante minutes 4 37° ; 
ces mélanges sont ensuite additionnés de 0,1 c. c. de globules.de mouton 
a 5 p. 100 et portés a l’étuve 4 37° ; quatre heures plus tard ils. sont 
sortis du thermostat, examinés, puis laissés jusqu’au lendemain a la 
température du laboratoire et examinés 4 nouveau. 

Weinberg et Guillaumie [63], Ipsen et Davoli [44], Guillaumie [48], 
Guillaumie, Kreguer et Fabre [30] signalent des discordances entre les 
résultats des titrages effectués in vitro pour évaluer le titre anti-hémo- 
lytique du sérum anti-perfringens et les résultats des déterminations 
in vivo (souris) du titre antitoxique de ce sérum, la dose d’épreuve des 
toxines employées dans tous les dosages in vivo étant préalablement 
déterminée avec le sérum étalon international proposé par Hartley [35] 
en 1931. Cette dose d’épreuve est couramment désignée par L +. C’est 
le poids de toxine qui additionné d’une unité antitoxique de sérum 
étalon tue la moitié des souris auxquelles un tel mélange est injecté 
par voie veineuse. 

Dans une autre série de titrages, M. Guillaumie [22] constate que la 
quantité de sérum qui neutralise l’action hémolytique d’un volume 
déterminé de toxine perfringens liquide ne dépend pas de 1’état d’oxy- 
dation ou de réduction de cette toxine. 


Nous groupons quelques-unes de nos déterminations dans le 
tableau VI; elles sont réalisées dans les mémes conditions : in vitro, 
vis-a-vis de la dose-test LH/10 d’une toxine trés hémolytique et, 
i vivo, avec la dose-test L+ d’une toxine peu hémolytique mais 
irés nécrosante ; le choix de ces toxines est basé sur Jes résultats 
des nombreuses recherches relatives a la standardisation de la 
loxine perfringens A et de l’antitoxine correspondante [62, 63, 44, 
47, 148, 27, 29, 30, 32]. De ce tableau, il ressort que les résultats 
obtenus en titrant le méme sérum in vitro et in vivo different 
généralement beaucoup. 

Dvaprés le tableau VI, le sérum 415, par exemple, est trés anti- 
hémolytique in vitro et peu antitoxique in vivo ; le sérum 185, au 
contraire, est & peine anti-hémolytique in vitro ; in vivo, il mani- 
feste une activité antitoxique supérieure A celle du précédent ; les 
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TasLeay VI. — Titre antitoxique in vivo et anti-hémolytique in vitro 
de quelques sérums anti-perfringens. 


: TITRE ANTITOXIQUE Pa AKT STE eras 
SERUM Dosages sur souris, He tet ny 
ret? avec une dose-test avec la dose LH/10 
anti-perfringens L-+ de la toxine ES, de latt E 
peu hémolytique ae ne es 


Numéros et trés nécrosante trés hémolytique 
(Unités internationales) 


(Unités internationales) 


35 200 

63 20 

100 a 120 300 
425 & 450 800 
150 : 000 
160 600 
150 -100 
150 a 475 000 
200 800 
250 600 
250 650 
400 200 
400 900 


sérums 3a et 340 ont des valeurs anti- hémolytiques tres diffé- 
rentes : ils ont le méme pouvoir antitoxique in vivo ; le sérum 5890 
est moins anti-hémolytique que les sérums 415, 3a et 341 ; in vivo, 
il est plus antitoxique qu’eux. Ces quelques résultats suffisent a 
mettre nettement en évidence la diversité de constitution des sérums 
anti-perfringens A. 

Dans un travail récent [82], nous avons signalé qu’il est néces- 
saire d’utiliser dans le traitement des infections graves a W. per- 
fringens des sérums anti-perfringens contenant plus de 100 unités 
anti-hémolytiques a cdté d’un nombre suffisant d’unités anti- 
toxiques dirigées contre les divers antigénes de la toxine perfrin- 
gens autres que les constituants hémolytiques. 


Résumé. 


En évaluant, dans différentes conditions, ]’activité hémolytique 
de la toxine perfringens A préparée en bouillon Vf, la diminution 
spontanée de son action hémotoxique, lV’influence de divers réduc- 
teurs et du calcium sur les toxines ayant perdu une partie de leur 
activité pendant la conservation, le titre des toxines maintenues a 
différentes températures pendant des temps variables, puis l’action 
de la cystéine et du calcium sur les toxines chauffées, nous avons 
noté les faits suivants 

1° Pour déterminer la dose minima hémolytique de Ja toxine 
perfringens liquide fraichement préparée, 1], vaut mieux uliliser de 
l’eau physiologique tamponnée que de |’eau physiologique ordi- 
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naire au cours de la préparation des dilutions qu’il est nécessaire 
de faire pendant le titrage : l’action hémolytique de cette toxine 
est plus rapide et plus intense en milieu tamponneé a pH 6,6 par 
addition de phosphates que dans l’eau physiologique ordinaire. 

2° A la température de 37°, la toxine perfringens liquide perd 
en quelques jours, au contact de Yair, 95-98 p. 100 de son activité 
hémolytique ; conservée a cette température dans des tubes scellés 
sous le vide, elle s’atténue plus lentement. A la température de 2°, 
V’activité hémolytique des toxines conservées dans des tubes scellés 
sous le vide diminue aussi. 

3° Additionnée de cystéine ou de glutathion aprés quelques mois 
de conservation a 2°, la toxine perfringens récupére généralement 
son titre hémolytique primitif ; acide ascorbique détermine quel- 
quefois une activation partielle. 

Au cours d’une longue conservation a 2°, les constituants hémo- 
lytiques de la toxine perfringens subissent une transformation 
irréversible. L’altération des toxines conservées 4 37° est déja nette 
au bout de trente jours : la cystéine ne rétablit pas enticrement 
leur activité. 

Le Ca, ajouté A 29 toxines atténuées, intensifie autant que la 
cystéine l’action hémolytique de 10 toxines et moins que la cystéine 
Vaction de 19 préparations. 

4° Des toxines fraichement préparées (pH 6,8 a 7,1) contenant 
en général 30 4 60 D. M. et 1.000 a 3.000 D. H. par centimetre 
cube, sont laissées pendant des temps différents dans des bains- 
marie & 50-56-60-70-80 et 100°. 

L’action hémolytique disparait en dix a vingt minutes 4 60° ou 
en cing minutes 4 70°. Par contre, aprés cing minutes de chauf- 
fage a 100°, la toxine perfringens contient généralement 3 a 
30 D. H. par centimétre cube. 

Des toxines ayant perdu leur action hémotoxique en cing minutes 
4 70° deviennent hémotoxiques au cours d’un chauffage consécutif 
de cing minutes 4 100°. 

L'activité des toxines nettement hémolytiques aprés chauffage 
4 100° diminue lentement ; la cystéine et le calcium rétablissent 
leur action hémotoxique initiale. 

5° L’étude de l’action de la chaleur sur les toxines alealines 
(pH 7,6-7,8), préparées depuis plusieurs mois, a montré qu’aprés 
cinq minutes de chauffage a 70°, quelques toxines manifestent un 
léger effet hémolytique (2.45 D.H. par centimétre cube). Aprés 
we ues a 100°, la plupart des toxines possédent un pouvoir 
tate Hee marqué (5 a 20 D. H. par centimétre cube, parfois 
3 ela eye éine accentue souvent beaucoup activité hémolytique 

e ces toxines chauffées A 100°. Le constituant activable par la 


cystéine est plus hémotoxique dans l’eau physiologi : 
au physiologique tamponnée 
que dans l’eau physiologique ordinaire. a 
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6° La toxine perfringens précipitée par le sulfate neutre d’am- 
monium est rarement moins hémolytique dans du bouillon Vf addi- 
tionné de cystéine (1 p. 1.000) que dans des solutions phosphatées 
de pH 6 ou 6,6 ; la toxine élaborée par la souche Lechien est sou- 
vent moins hémolytique dans l’eau physiologique ordinaire que 
dans les solvants précédents ; dans 4 cas sur 6 la toxine préparée 
avec la souche SS est également hémolytique dans l’eau physiolo- 
gique ordinaire et dans P eau physiologique : tamponnée. Le calcium 
intensifie généralement l’activité hémolytique des toxines dissoutes 
dans leau physiologique ordinaire. 

7° On obtient des sérums trés anti-hémolytiques en immunisant 
des chevaux par des injections répétées de toxine perfringens addi- 
tionnée de formol ou de Janoline. Leur titre anti-hémolytique 
in vitro différe en général nettement de leur activité antitoxique 
in vivo. 


BIBLIOGRAPHIE 


[4] AcHatme (®.). C. R. Soc. Biol., 1891, 3, 651. 
[2] Brner (L.), Jautmes (Ch.) et WELLER (G.), C. R. Acad. Sci., 1987, 


204, 1761 

[3] Burzi (C. G.) et Prircnetr (I. W.). J. exp. Med., 1917, 26, 119 
a 138. 

[4] Buri (C.°G.) et Prircuetr (I. W.). J. exp. Med., 1917, 26, 867 
4 883. 


[5] Campsetyi (E. F.). J. infect. Dis., 1909, 6, 5387 a 563. 
[6] Crank (W. M.) et Luss (H. A.). J. of Bact., 1917,-2, 1 & 34. 
[7] Cosra (S.) et TroistER (J.). C. R. Soc. Biol., 1915, 78, 354. 
[8] Datuine (T.). J. Path, a. Bact., 1926, 29, 316. 
[9] Daxume (T.), Grenny (A. T.), Mason (J. H.) et O’Brien (R. A.) 
Brit. J. Exp. Path., 1928, 9, 43 & 48. 
[10] Doveras (S. R.), Eyre (J. W. H.), Lamwtaw (P. P.) et Wotrr 
(C. G. L.). Med. Res. Council, 1927, n° 35, révisé par LarpLaw, 
3 a 21. 
[44] Forp (W. W.) et Lawrence (J. H.). Bull. Johns Hopkins Hosp., 
1917, 28, 245 4 249. 
[12] Forp (W. et W.) et Wmitams (G. H.). J. Immunol., 1919, 4, 
385 a 392. 
[13] Grenny (A. T.). Sec. Congress of Microb., 1936 ;Report Proceed., 
London, 1937, 383. 
[14] Guenny (A. T.), Barr (M.), Liuewextyn-Jones (M.), Daxuine (T.) et 
Ross (H.). J. Path. a Bact., 1933; 37, 58 a 74. 
[15] Guenny (A. T.), Pope (C. G.) et Wanppincron (Hilda). J. Path. a. 
Bact., 1928, 34, 133. 
[46] Gumtaumie (Maylis). C. R. Soc. Biol., 1941, 135, 1384. 
[47] Gumtaumie (Maylis). Ces Annales, 1941, 66, 204 a 247. 
[418] Gumiaumie (Maylis). Ces Annales, 1941, 66, 329 a 378. 
[49] Gumtaumiz (Maylis). Ces Annales, 1941, 67, 112 & 153. 
[20] Gumaumiz (Maylis). Ces Annales, 1941, 67, 389 a 418. 
[24] Gumiaumie (Maylis). C. R. Soc. Biol., 1942, 136, 73. 


36 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


[22] Gumaumim (Maylis). Ces Annales, 1942, 68, 84 a 89. 

[23] Gumraumie (Maylis). C. R. Soc. Biol., 1942, 4136, 275. 

[24] Gumiaumin (Maylis). Ces Annales, 1944, 70, 86 a 104. 

[25] Gumitaumie (Maylis). Ces Annales, 1944, 70, 148 a 154. ; 

[26] Guittaumre (Maylis), FaBre (M.) et Cuarres (G.). C. R. Soc. Biol., 
1941, 135, 909. 

[27] Gumxaumre (Maylis), Krecurr (A.) et Fasre (M.). Ces Annales, 
1942, 68, 513 a 517. 

[28] Guittaumie (Maylis), Krecurr (A.) et FPasre (M.)s. G..R. Soc. Biol:, 
1943, 437, 757. 

[29] Guiraumie (Maylis), Krecurr (A.) et Fasre (M.). Ces Annales, 
1944, 70, 207 & 223. 

[30] Gumaumie (Maylis), Krecurr (A.) et Fasre (M.). C. R. Soc. Biol., 
1944, 138, 45. 

[34] Gumiaumim (Maylis), Krecurer (A.) et Fasre (M.). C. R. Soc. Biol., 
1944, 138, 273 et 302. 

[32] Guittaumie (Maylis), Krecurn (A.) et Fasre (M.). Ces Annales, 
1944, 70, 332 a 340. 

[33] Gui~taumre (Maylis), Kreaurr (A.) et Fasre (M.). C. R. Soc. Biol., 
1944, 138, 794. 

[34] Gumiaumie (Maylis), Kreeurr (A.) et Fasre (M.). Ces Annales, 
1946, 72, sous presse. 

[35] Harriey (P.). Soc. des Nat. Rapport de la Commission permanente 
de standardisation biologique, N° officiel : C. H. 1056 (1), 
Londres, 23 juin 1931, 138 A 27. Voir aussi larticle de 
Beneston (Ida. A.). Public Health Reports, 1934, 49, 525 a 529. 

[36] Heynincen (W. E.). Biochem. Journ., 1941, 35, 1257 a 1269. 

[37] Henny (H.) et Lacey (M.). J. Path. a. Bact., 1920, 23, 273 a 280. 

[38] Henry (H.). J. Path. a. Bact., 1922, 25, 1 a 18. 

[39] Henry (H.). J. Path. a. Bact., 1923, 26, 495 a 506. 

[40] Herter (C. A.). J. Bact. Chem., 1906, 2, 1 a 70. 

[41] Ipsen (Johs.) et Davorr (R.). Bull. Org. Hyg. S.D.N., 1939, 8, 899 
a 916. 

[42] Kapiscu (E.). Bioch. Zeitschr., 1923, 142, 29 a 35. 

[43] Kamen (L.). Centr. f. Bakt. a. Parasit., 1904, 35, 554 A 563, 686 
4 714. 

[44] Kuosr (F.). Zeilschr. Hyg., 1916, 82, 197 & 234. Munch. Med. 
‘Woch., 1916, 63, 723 a 726. 

[45] Kosta (K.). Bioch. Zeitschr., 1922, 428, 519 A 533. 

[46] Koopmanscu (W.). Acta biolog. belgica, 1942, 1, 123. 

[47] Leciawcue (E.) et Variée (H.). Bull. Acad. Med., 1915, 73, 280 ; 
Arch, Med. et Pharm. Milit., 1916, 66, 215 et 774 ; Presse Med., 
1917, 187 ; J. de Chir., 1917, n° 2, 44, 162. 

[48] Locke (Arthur) et Main (E. R.). J. infect. Dis., 1936, 48, 419 A 435. 

[49] Mc Ewen (A. D.). J. Comp. Path. a. Ther., 1930, 43, 1. 

[50] heal H.) et Grenny (A. T.). J. Path. a. Bact., 1928, 31, 629 
a : 

[54] Mrnx (W.). Centralbl. 7. Bakt. Orig., 1930, 445, 401. 

[52] Nem. (J. M.). J. Exp. Med., 1926, 44, 199 A 226. 

[53] Orr (J. H.) et Rerp (G. B.). Canadian Journ. of Research, 1934, 
441, 622 A 627. 

[54] Ounanorr (A.). C. R. Soc. Biol., 1917, 80, 706. 


TOXINE DE W. PERFRINGENS 37 


[55] Suurarsur (S.). Japan. Journ. Exper, Med., 1931, 9, 613. 

[56] Sorpeni (A.) et Ferrarr (J.). C. R. Soc, Biol., 1931, 106, 141. 

[57] Sérensen (S. P. L.). Ergeb. d. Physiol., 1912, 42, 393 A 532. 

[58] Vincent (H.), Doprer (C.) et Brier. C. R. Soc. Biol., 1906, 60, 460. 

[59] Vincenr (H.) et Sropen (G.). C. R. Acad. Sci., 1918, 167, 245 et 305 ; 
id,, 1918, 468, 188. 

[69] Waxrsum (L. E.). J. Path. a. Bact., 1938, 46, 85 a 93. 

[64] Wernserc (M.) et Gumtaumie (Maylis). C. R. Soc. Biol., 1935, 120, 
936 ; ibid., 1936, 424, 1275 ; 422, 1224, 

[62] Wersere (M.) et Gurtaumie (Maylis). C. R. Soc, Biol., 1936, 123, 
661 ; ibid., 1937, 126, 656 ; ibid., 1938, 127, 1084. Bull. Org. Ilyq. 
S.D.N. 1938, 7, 883 & 892. Bull. Acad. Méd., 1939, 424, 20 a 27. 
Rev. Immunol., 1939, 5, 5 a 33. 

[63] Wermsere (M.) et Gumtaumm (Maylis). Rev. Immunol., 1936, 2, 
511 a 540. 

[64] Werinsere (M.) et Prévor (A. R.). C. R. Acad. Sci., 1924, 179, 227. 

[65] Wersere (M.) et Sucuin (P.). La Gangréne Gazeuse, Masson, ¢di- 
teur, Paris, 1917. 

[66] Wence (W. H.) et Nurraty (G. H. F.), Bull. Johns Hopkins [osp., 
1892, 3, 81 a 91. 

[67] Wutspon (A. J.). Second Report of the Director of the Institule of 
animal Path., Cambridge, 1931, 53; Third Report of the 
Direct. of the Institute of animal Path., Cambridge, 1932-1933, 
46 a 51. 

[68] Worn (0.). Biochem. Zeitschr., 1923, 142, 19 aA 28. 


CULTURES DE TISSUS APPLIQUEES 
A LA SOLUTION DE PROBLEMES IMMUNOLOGIQUES 


1. — ETUDE DU POUVOIR NECROSANT 
DES TOXINES MICROBIENNES /N V/TRO 


par E. LASFARGUES et A. DELAUNAY (’). 


INTRODUCTION. 


Les cultures de tissus découvertes par Harrison en 1907, mises 
au point par Carrel en 1911, et perfectionnées encore depuis cette 
époque, représentent aujourd’hui pour les biologistes une méthode 
de recherche précieuse. En soustrayant les tissus aux influences 
humorales et nerveuses qu’ils subissent nécessairement dans 
Vorganisme, on leur permet de mener in vitro une vie autonome, 
et, de la sorte, on peut étudier avec une précision toute parti- 
culiére leur réaction propre 4 l’égard des agents les plus divers. 
Dans le domaine immunologique, les cultures de tissus ont été 
utilisées déja pour étudier plusieurs grands problémes : formation 
des anticorps, genése du follicule tuberculeux, etc. Au cours de 
cette communication nous allons montrer comment cette méthode 
nous a permis de préciser nos connaissances sur Je mode d’action 
des toxines microbiennes. 

Injectées dans ]a peau d’un animal, toutes les exotoxines ne se 
montrent pas également nécrosantes : la toxine staphylococcique 
et la toxine élaborée par B. perfringens sont de ce point de vue 
des poisons violents ; le pouvoir nécrosant de la toxine diphtérique 
s’exerce de son cdté beaucoup plus lentement, et la toxine 
tétanique comme la neurotoxine du bacille de Shiga respectent 
l’intégrité des tissus. Toutes les endotoxines au contraire sont 
douées, & concentration comparable, d’un méme_ pouvoir 
nécrosant pour la peau du cobaye, mais la nécrose produite 
n’apparait que lentement et sa surface reste toujours limitée. 

Pour toutes les toxines (exo ou endotoxines) nécrosantes, une 
question se pose. Quelle est la cause véritable de la nécrose 
produite ? Est-elle le résultat d’une action directe du poison ? 
N’est-elle pas plutot le fait d'un intermédiaire chimique? Ou 
encore nest-elle pas secondaire a des troubles ischémiques 


(*) Société Frangaise de Microbiologie, séance du 7 juin 1945. 
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déterminés localement par la toxine ? Cette derniére hypothése 
parait d’autant plus plausible dans le cas des endotoxines que 
l'un de nous a montré (1) que ces substances sont de profonds 
modificateurs des parois vasculaires. 

Pour résoudre le. probleme posé nous avons eu recours a la 
méthode des cultures de tissus. Voici dans quelles conditions. 


TECHNIQUE. 


Les cultures sont réalisées par groupes de 5, en. gouttes pen- 
dantes, selon la méthode de Carrel, sur le fond d’une boite de Petri 
de 80 mm. de diamétre. Le lutage des boites se fait a Vaide d’un 
mélange vaseline-paraffine 4 parties égales. Le tissu d’élection est 
représenté par des fragments de rate de jeune cobaye (fragment 
de 1 mm. de coté). Chaque culture comporte, en outre, un élément 
de soutien : plasma homologue hépariné au 1/20.000, et un élé- 
ment nutritif : extrait de rate de cobaye adulte. 

L’action des toxines microbiennes est. étudiée, soit en ajoutant. 
directement au milieu de culture, avant coagulation, I goutte de 
poison, soit en mettant en culture des fragments de tissu qui ont 
séjourné a + 4° pendant une heure dans ]’un ou |’autre des échan- 
tillons de toxines choisies. Dans le premier cas, le produit étudié 
se trouve dilué au 1/6 du fait des composants du milieu (I goutte 
de toxine, III de plasma, II d’extrait de rate). Avant chaque expé- 
rience, le pH de la toxine est ajusté a 7,4. 

Par cette technique, nous avons successivement étudié |’action 
de toxines trés nécrosantes (toxine staphylococcique et de B. per- 
fringens), peu nécrosante (loxine diphtérique), non nécrosantes 
(toxine tétanique et neurotoxine Shiga). Nous avons étudié enfin 
Yaction de |’endotoxine typhique. Un échantillon de chaque toxine 
étudiée in vitro fut injecté dans la peau de cobayes a Ja dose de 
1/2 c.c. afin de déterminer V’intensité de son pouvoi nécrosant 
in vivo. 

Résuirars. 


Toxine staphylococcique. — Si |’on injecte dans la peau d’un 
cobaye 1/2 c.c. d’une exotoxine staphylococcique titrant 8 a 
10 unités par centimétre cube on provoque une nécrose qui appa- 
rait en moins d’une heure. Elle s’étend rapidement, devient hémor- 
ragique, molle, et donne lieu, aprés vingt-quatre heures, a une 
escarre séche. 

In vitro, alors que les cultures témoins (2) présentent au bout 
de vingt-quatre heures une abondante migration de cellules du 
sang échappées de Ja trame splénique, on observe dans celles qui 
sont additionnées d’une goutte de toxine staphylococcique (8 a 


(1) A. Detaunay. C. R. Soc. Biol., 1944, 138, 432. 
(2) Dans ces cultures, I goutte de Tyrode remplace la goutte de toxine. 
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10 unités par centimetre cube), une fibrinolyse intense et une 
migration cellulaire extrémement faible, D’ailleurs ces cellules 
présentent des lésions évidentes de dégénérescence ; le plus sou- 
vent méme il ne s’agit que de simples débris cellulaures. Les frag- 
ments de rate ayant séjourné pendant une heure dans la toxine, 
puis mis en culture, ne donnent généralement lieu a aucune migra- 
tion cellulaire (2 bis). Dans les deux cas enfin, que la toxine ait 
6té ajoutée au milieu, ou que l’on ait opéré avec des fragments 
ayant séjourné dans cette toxine, le repiquage des tissus s’avere 
impossible : tous les tissus sont morts. 

On est en droit de se demander si la mort des tissus est le fait 
de la toxine elle-méme ou celui de produits entrant dans la prépa- 
ration du bouillon nutritif ou formés, indépendamment de la 
toxine, pendant la culture du staphylocoque. Mais aprés une heure 
de contact soit dans le bouillon qui a servi a la préparation de la 
toxine soit dans le bouillon toxique chauffé une demi-heure a 
100°, les fragments de tissu donnent des cultures trés belles et 
facilement repiquables. Par ailleurs, neutralisons une certaine 
quantité de toxine staphylococcique par une quantité suffisante de 
sérum anti. Les fragments de tissu exposés pendant une heure a 
Vaction de ce complexe, puis mis en culture, sont entourés au bout 
de vingt-quatre heures par une zone de cellules migratrices trés 
étendue. Lors des repiquages, ils fournissent des fibroblastes appa- 
remment pleins de vitalité. 

Nous pouvons done conclure que la toxine slaphylococcique jouit 
par elle-méme d’un net pouvoir nécrosant. Selon toute vraisem- 


blance, e’est par son action directe sur le tissu qu’in vivo elle pro- 
yoque une nécrose. 


Toxine perfringens. — L’injection intra-dermique d’une bonne 
toxine perfringens (filtrat brut) chez le cobaye se montre aussi 
trés nécrosante. Aprés vingt-quatre heures, on observe un oedéme 
envahissant et une nécrose étendue, hémorragique, humide suivie 
d’escarre et de perte de substance. 

En culture de tissu, la méme toxine perfringens, ajoutée direc- 
tement au milicu, provoque une lyse importante et empéche toute 
migration cellulaire. Aprés une heure de séjour dans la toxine, 
les fragments ne donnent lieu, vingt-quatre heures aprés leur ense- 
mencement, a aucune culture. Ces tissus sont morts. Ici encore 
c’est bien la toxine qui est responsable de la mort des tissus. Le 
bouillon correspondant et la toxine chauffée génent peu la migra- 
tion cellulaire et Jes repiquages sont possibles, i 


Avec le poison de B. perfringens, nous avons eu occasion 


(2 bis) Les fragments de rate ayant séjourné une heure dans_ les 


memes conditions, dans du tyrode, puis ensemencés, donnent. lieu 


é a 
de trés belles cultures facilement repiquables. 
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d’évaluer toute la sensibilité et la fidélité de Ja méthode des cul- 
tures de tissus pour éprouver le pouvoir nécrosant d’une toxine. 
On sait que M"® M. Guillaumie et ses collaborateurs (3) ont enre- 
gistré récemment des résultats en apparence paradoxaux : la 
toxine perfringens nécrosante a l'état frais chez l’animal ne |’est 
plus quand elle a été chauffée cing minutes a 70°, mais le rede- 
vient aprés un chauffage également court a 100°. En culture de 
tissu hous avons pu observer les mémes faits : les fragments de 
rate maintenus au préalable une heure a la glaciére en présence 
de la toxine perfringens fraiche ou chauffée a 100° n’ont pas donné 
de culture. Au contraire, aprés un séjour d’une heure dans la 
toxine chauffée 4 70° ils ont poussé convenablement. Par ailleurs, 
sur le conseil méme de M"°® Guillaumie nous avons recherché avec 
plusieurs échantillons de toxine perfringens la dilution’ maxima 
capable d’enrayer en culture de tissu la migration cellulaire. Les 
chiffres que nous avons obtenus sont absolument comparables a 
ceux qu’a trouvés M"° M. Guillaumie cherchant de son cdté 
a déterminer in vivo (cobaye) avec les mémes échantillons la dose 
minima nécrotique. 


Toxine diphtérique. — Contrairement aux deux toxines pré- 
citées la toxine diphtérique n’est que peu nécrosante. La lésion 
qu'elle proyoque en 24 heures dans la peau du cobaye reste de 
faible étendue. I] s’agit d’une nécrose humide. 

Les fragments préalablement placés pendant une heure dans 
une toxine diphtérique titrant 35 unités, puis mis en culture, pré- 
sentent au bout de vingt-quatre heures une zone de cellules migra- 
trices trés réduite, la plupart des cellules montrant des lésions de 
dégénérescence. Un repiquage de ces fragments en milieu normal 
donne des cultures mais celles-ci renferment une majorité non de 
fibroblastes mais de macrophages, particularité qui indique un 
état de souffrance de la culture. Ici encore, le bouillon correspon- 
dant et la toxine chauffée A 100° ne sont pas toxiques pour les 
tissus cultivés in vitro. 

On peut donc conclure (8 bis) que la toxine diphtérique ne tue pas 
in vitro les fragments ; cependant elle modifie assez profondément 
le métabolisme cellulaire pour qu’on admette qu’in vivo la nécrose 
produite soit le résultat direct de |’action du poison. 


Toxines tétanique et. du bacille de « Shiga »..— Les toxines 
tétanique et du bacille de Shiga ne sont pas nécrosantes 


(3) M. Gumiaumir, A. Krecuer et M. Fasre. C. R. Soc. Biol., 1944, 
438, 273-302. 

(3 bis) Dés 1918, C. Levaprrt, avec son collaborateur Murermincn, avait 
étudié l’action de la toxine diphtérique sur des tissus cultivés in vitro. 
Les résultats que nous exposons ici confirment pleinement les siens. 
C R. Soc. Biol., 1913, 73, 379. 
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chez l’animal, méme injectées a des doses fortes. Par’ voie 
intracutanée, elles ne provoquent chez le cobaye aucune lésion 
locale visible macroscopiquement. é' 

En culture de tissu, les fragments de rate préalablement soumis 
a Taction d’une toxine tétanique titrant 35 unités donnent lieu a 
des cultures évoluant normalement. Le repiquage est facile. Il en 
est de méme avec le bouillon correspondant et Ja toxine chauffée 
une demi-heure a 100°. 

En ce qui concerne la neurotoxine Shiga, nous avons également 
obtenu des cultures et des repiquages satisfaisants. Cependant, de 
Vensemble de nos expériences, il ressort que ce produit exerce 
une certaine géne sur la migration cellulaire et sur la pousse des 
fibroblastes. Mais nous avons obtenu des résultats semblables avec 
une toxine chauffée a 100°. C’est pourquoi nous ne pensons pas 
que cette action freinatrice soit imputable a Ja toxine elle-méme. 


Endotoxine typhique. — Les endotoxines sont nécrosantes, mais 
leur action est pourtant bien différente de celle d’une exotoxine 
comme la toxine staphylococcique. Le cobaye, par exemple, qui 
a recu par voie intradermique 1/2 c.c. d’endotoxine typhique 
(2 a4 38 mg. de matiére glucido-lipidique par centimétre cube) 
montre rapidement tous les signes d’une intoxication profonde ; 
pourtant on ne décéle de lésion lecale que vingt-quatre heures 
plus tard. Cette lésion est une petite escarre séche, bien délimitée, 
bordée par un petit bourrelet cedémateux. 

L’addition d’une goutte d’endotoxine typhique A des cultures 
de tissus ne tue pas les fragments, mais ]’émigration cellulaire 
s’effectue mal. De nombreux macrophages apparaissent, marquant 
par leur présence, selon la régle, la souffrance des cultures, et la 
vitalité des tissus apparait fortement diminuée. Aprés contact des 
fragments avec |’endotoxine, la géne est encore plus manifeste. 
Certains fragments ne donnent qu’une trés faible culture de macro- 
phages. Dans les deux cas, un repiquage fait en milieu normal, 
montre que certains fragments ne poussent plus, tandis que 
d'autres donnent de rares fibroblastes et quelques macrophages. 

Aisi done, l’endotoxine typhique doit étre considérée comme 
un véritable poison tissulaire mais sa nocivité est cependant faible 
comparativement a celle des exotoxines du staphylocoque et de 
B; perfringens. C’est probablement pour cette seule raison que 
les lésions quelle provoque in vivo sont tardives et restent tou- 
jours limitées. I] ne nous semble pas nécessaire de faire jouer ici 
un rdle quelconque a des troubles ischémiques. 


CoNCLUSIONS. 


Tous nos résultats montrent qwil existe une analogie trés grande 
entre l’action des toxines microbiennes chez J’animal et leur action 
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sur des tissus mis en culture. Des toxines trés nécrosantes in vivo 
(toxine staphylococcique, toxine perfringens) se montrent égale- 
ment trés nécrosantes in vitro. Une toxine peu nécrosante chez 
animal (toxine diphtérique par exemple) n’entrave pas in vitro 
la pousse cellulaire ; elle se contente de la géner. Enfin, des 
toxines dont Vaction nécrosante ne se fait que lentement sentir 
in vivo et reste toujours limitée, manifestent une action tout a fait 
comparable sur des tissus cultivés in vitro (cas des endotoxines). 
On peut done admettre, semble-t-il, en conclusion que le pouvoir 
nécrosant des toxines microbiennes chez l’animal s’exerce direc- 
fement, et sans qu’intervienne un intermédiaire humoral ou 
nerveux. 

L’analogie tres grande des faits qu’on peut observer in vivo: 
avec ceux que nous avons constatés dans nos cultures de tissus 
na cessé de nous frapper au cours de nos recherches ; finalement, 
nous nous sommes demandé si la méthode de Carrel ne pourrait 
pas étre utilisée pour le titrage du pouvoir nécrosant d’une 
toxine (4), et par voie de conséquence, pour le titrage des anti- 
corps correspondant a cette toxine. Pour notre part, nous le 
croyons, car cette méthode, nous l’avons vu en particulier pour la 
toxine de B. perfringens, apparait particuliérement sensible et 
fidéle. 

A cété de sa sensibilité et de sa fidélité, elle posséde encore 
4 nos yeux, au moins deux autres avantages. Elle permet, avec un 
minimum d’animaux, de faire un grand nombre de titrages, d’ot 
son importance toute particuliére dans des périodes  difficiles 
comme la notre. Enfin, Je tissu du méme animal peut servir au 
titrage de nombreux échantillons de toxine, ce qui permet une 
précision plus grande au cours d’essais comparatifs par exemple. 
On objectera les difficultés que présente pour un personnel. non 
entrainé la mise en route des cultures de tissus. Sans vouloir les 
minimiser, nous croyons cependant qu’elles sont loin d’opposer 
un obstacle majeur. 


(4) Surtout des toxines dont le pouvoir nécrosant est particulitrement 
brutal. (Exemple : toxine staphylococcique et toxine perfringens.) 


APPARITION DE SOUCHES A COLONIES NAINES 
CHEZ DES MALADES ATTEINTS DE SALMONELLOSES 


par M. MILLET, A. BOLLE et A. HIRSCHE, 


(Laboratoire de Recherches cliniques 
de ' Hépital Universitaire Saint-Pierre, Bruxelles.) 


Hauduroy, puis Hadley Delves et Klimek, Haddow, Chinn, 
Vietorisz, Hoffstadt et Joumans ont au cours des vingt derniéres 
années attiré l’attention des bactériologistes sur des souches 
microbiennes appartenant a des espéces diverses, qui possédent 
la propriété de donner naissance par dissociation a des colonies 
naines. Ce mode de dissociation apparait principalement dans les 
vieilles cultures ou chez des souches repiquées fréquemment sur 
milieux artificiels. 

Lorsqu’une souche a acquis cetle propriété, certains arlifices 
semblent favoriser le développement des colonies naines, au détri- 
ment des colonies normales, notamment la culture en bouillon 
additionné de chlorure de lithium. L’apparition des. colonies 
naines au sein d’une souche coincide souvent avec celle d’autres 
variations : naissance de colonies satellites secondaires 4 la surface 
ou a la périphérie de colonies d’aspect normal, dissociation en 
type R et S, etc. On peut, par les méthodes ordinaires disole- 
ment, obtenir des lignées naines en apparence pures. Mais, fait 
remarquable, celles-ci tendent souvent & retourner au type primitif 
aprés un nombre de repiquages qui varie beaucoup, mais qui, en 
général, est d’autant plus élevé que leur taille initiale est plus 
réduite, Quelquefois, ce retour au type primitif ne se produit pas, 
méme aprés de longs mois, et alors on peut avoir l’impression 
de s’étre trouvé au début de l’expérience en présence de deux 
espéces distinctes se contaminant mutuellement. Si on filtre sur 
bougies Chamberland et Berkefeld M ou N par exemple, la culture 
en bouillon d’une souche qui donne des colonies naines, il n’est pas 
rare d’obtenir un filtrat fertile : repiqué sur un milieu solide, il 
reproduit aprés un temps variable des colonies naines. Ouelque- 
fois, pour obtenir ce résultat, il est nécessaire de conserver le 
filtrat, pendant un certain temps 4 la température ordinaire, de 
lui faire subir une sorte de maturation. A examen microscopique, 
les germes provenant des colonies naines ont souvent Je méme 
aspect que les germes provenant de colonies normales de la méme 
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espéce ; mais il peut arriver, au moins lorsqu’il s’agit de 
Salmonella ou de Shigella, qu ils affectent passagérement l’aspect 
de microcoques. Les propriétés biochimiques des souches naines 
sécartent plus ou moins nettement de celles de l’espéce : leur 
activité fermentative est en général affaiblie et d’autant plus que 
la taille des colonies est plus réduite et leur tendance a retourner 
au type primitif moins accusée ; certains sucres qui sont attaqués 
par la souche mére ne le sont pas par les colonies naines qui en 
sont issues ; quelquefois enfin, celles-ci ne produisent pas de gaz 
alors que la souche mére en produit. II est intéressant de noter que 
Vaddition de sérum sanguin au milieu sucré active parfois les 
phénoménes de fermentation et augmente le nombre de sucres que 
la souche naine est capable d’attaquer. On pourrait, en outre, voir 
apparaitre chez celle-ci des caractéres nouveaux : c’est ainsi que 
Haddow signale une souche naine de paratyphique B fermentant 
le lactose. Le méme auteur aurait constaté en oulre que les 
souches naines résistent mieux 4 l’action de la température que 
les souches normales de méme espéce et il se trouve d’accord avee 
Hadley pour reconnaitre que les souches-naines de para B comme 
celles de bacilles de Shiga résistent a Vaction de. bactériophages 
acufs sur Jes souches normales correspondantes. I] ne fait 
dailleurs aucun doute que les souches naines possédent une 
grande. vitalité : elles se conservent pendant plusicurs mois a la 
température ordinaire et en ampoules scellées pendant plusieurs 
années (Hadley). 

I] peut exister entre les souches naines et les souches normales 
d’ou elles sont issues des différences ,considérables au point de 
vue sérologique. D’aprés Hadley, ses collaborateurs et Haddow. 
dont les études ont porté essentiellement sur le bacille de Shiga 
et le bacille paratyphique B, les souches naines présentent des 
caractéres sérologiques différents des espéces dont elles sont 
issues ; elles récupérent d’ailleurs les propriétés sérologiques de 
ces derniéres lorsqu’elles font retour au type. Duff, travaillant 
sur des souches de B. salmonicida a trouvé qu’il existe, au 
contraire, des relations sérologiques nettes entre le type normal et 
le type nain. Chinn, qui a spécialement étudié 4 ce point de vue 
le bacille de Sonne, est de la méme opinion ; mais les résultats 
obtenus varieraient beaucoup d’aprés les souches et les aggluti- 
nations croisées seraient d’autant plus intenses que les souches 
naines ont une tendance plus marquée a retourner au type normal. 
Vietorisz a, de son coté, montré que les souches en proie au mode 
de dissociation qui nous occupe s’éloignent d’autant plus du type 
sérologique normal, que la dissociation y est plus intense. Ajoutons 
enfin, que dans les cas ot, 4 notre connaissance, la question a été 
recherchée, les souches naines sont exemptes de pouvoir patho- 
géne et toxigene, pouvoirs qu’elles récupéreraient au moins dans 
certains cas lorsqu’elles retournent au type normal. 
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La signification attribuée aux souches naines varie beaucoup 
d’apres les auteurs. Hauduroy et Hadley qui ont été impressionnés 
par les différences morphologiques, biochimiques et immunolo- 
giques qui séparent les souches naines des souches normales et 
par la propriété remarquable que possédent parfois ces derniéres, 
de traverser les filtres, les considérent comme les témoins de 
existence d’une phase filtrable des microbes visibles. Pour 
Hadley notamment, les souches naines et plus spécialement les 
éléments filtrables qui leur sont associés représentent un stade 
cyclique dans l’ontogénése bactérienne. Elles constitueraient le 
eénotype de lespéce tandis que la souche normale en serait le 
phénotype. Cette hypothése n’a pas réuni tous les suffrages. Chinn 
par exemple, qui, comme nous l’avons dit, a étudié le bacille de 
Sonne, a apporté au débat un certain nombre de faits intéressants. 
Il a pu voir que la phase de développement logarithmique qui 
commence suivant les circonstances entre la deuxiéme et la 
huitiéme heure pour les souches normales, ne débute qu’entre la 
quatrieéme et la vingt-quatriéme heure pour les souches naines. 
I a montré aussi que le « minimum génération time » qui n'est 
que de trente-six minutes chez Jes premiéres est suivant les cas 
de une heure seize minutes a trois heures cinquante-quatre 
minutes chez les secondes. D’autre part, selon lui, ]’addition de 
sérum aux milieux sucrés active comme nous l’avons déja dit la 
fermentation et augmente le nombre de sucres attaqués par les 
souches naines. I] en conclut que celles-ci ne sont que des variétés 
4 développement lent, physiologiquement moins actives que les 


souches normales. Cette opinion est également celle de Koser 
et Dienst. 


* 


Fi 


Si les souches naines se rencontrent assez fréquemment dans 
les vieilles cultures, leur apparition dans la nature parait avoir 
été beaucoup moins souvent signalée. Jacobsen a décrit au 
Danemark, en 1910, une épidémie de fiévre typhoide dont l’agent 
donnait sur milieu de Drigalski-Conradi de méme que sur gélose 
ordinaire des colonies semblables a celles du streptocoque, mélan- 
gées 4 quelques colonies ayant l’aspect. normal. Les germes consti- 
tuant ces derniéres avaient tous les caractéres du bacille typhique. 
Les sérums spécifiques les agglutinaient a un taux élevé 
(1/10.000). Les germes formant les petites colonies se caractéri- 
sarent par un affaiblissement de leurs propriétés fermentatives et 
bat iS faible SPEED HS (1/200). Des germes fort semblables 
ont cté signalés successivement par Fromme (1911 : 
Goebel (1914), Gildemeister (1916), hate Penecke pine 
Kristensen et Kauffman ont isolé en 1935 une souche naine de S. 
Eastbourne et Kauffman en 1935 également, une souche naine de 
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bacille typhique dont les colonies sur gélose étaient a peine 
. visibles aprés trois jours de culture 4 37°. Ses propriétés fermen- 
tatives étaient les mémes que celles d’une souche normale, mais 
ne développaient que trés lentement leurs effets. Cette souche était 
agglutinable par le sérum anti-O, mais pas par le sérum anti-H, 
ni par le sérum anti-Vi. Fait remarquable, les diverses souches 
qui précédent ensemencées sur des milieux additionnés de sulfite 
de soude comme le milieu d’Endo, donnent des colonies d’aspect 
normal ; mais ces derniéres repiquées sur des milieux privés de 
ce sel reprennent immédiatement leur aspect primitif. 


* 


* * 
, 


Les circonstances ont voulu qu’A deux reprises différentes, a 
quelques mois d’intervalle, nous ayons isolé des souches sem- 
blables chez deux malades : l’un atteint d’ostéomyélite a bacille 
paratyphique B, l’autre de fiévre typhoide. 

Dans le premier cas, il s’agissait d’un malade 4gé de soixante 
ans, ayant présenté en 1940 au retour d’un séjour prolongé au 
Congo Belge une fiévre para-typhoide B (diagnostiquée par 
Vhémoculture). Un an et demi aprés, il présenta une ostéomyélite 
diffuse de l’os iliaque qui provoqua la formation de volumineuses 
collections purulentes qui fusérent entre les muscles voisins et 
durent étre incisées 4 plusieurs reprises entre novembre 1941 et 
mai 1942. Chaque fois, on recueillit une quantité de pus considé- 
rable (de 200 a 400 c.c.). Dans certains cas le pus paraissait 
stérile 4 l’examen direct, plus rarement on y voyait de rares 
bacilles ou coccobacilles 4 Gram négatif. Quel que fat le résultat 
de examen direct, ces divers échantillons ensemencés Jargement 
sur gélose lactosée, tournesolée et sur gélose sang ne donnaient 
que de trés rares colonies (de 3 4 5 par centimétre cube de pus) ; 
celles-ci appartenaient a l’un des types suivants : 


Type A. — Colonies plates luisantes ressemblant 4 des colonies 
normales de para B, mais n’apparaissant que de deux a cing jours 
aprés l’ensemencement, en nombre d’ailleurs trés réduit, par 
rapport aux colonies du type B décrit ci-dessous ; constituées de 
bacilles a Gram négatif et espace clair central; produisant un 
trouble homogéne en bouillon ct présentant les caractéres 
suivants : 

a) Caractéres de fermentation (en bouillon) : 

Glycose : acidification en vingt-quatre heures, gaz en quarante- 
huit heures; Mallose: acidification en vingt-quatre heures, gaz 
en quarante-huit heures; Saccharose: pas de fermentation ; 
Lactose : pas de fermentation ; Arabinose : acidification et gaz en 
vingt-quatre heures; Lévulose: acidification en  vingt-quatre 
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heures, gaz en quarante-huit heures ; Xylose : acidification et gaz 
en vingl-quatre heures ; Mannite : acidification et gaz en vingl- 
quatre heures ; Dulcile : acidification en vingt-quatre heures, giaz 
en quarante-huit heures ; Jthamnose : acidification et gaz en vingt- 
quatre, heures ; Sorbile : acidification en quarante-huit heures, gaz 
au bout de quatre a cinq jours seulement; IJnosile: pas de 
fermentation. 

b) Production d’hydrogéne sulfuré : intense et précoce. 

c) Réduction du rouge neutre : nulle. 

d) Mobilité : nulle. ! 

e) Caractéres sérologiques : agglutinable par le sérum ant- 
paratyphique B.O; inagglutinable par le sérum correspondant 
anti-H. 


Type B. — Colonies punctiformes apparaissant aprés un délai 
variant de quatre a dix jours, mais pouvant exceptionnellement 
atleindre un mois, poussant plus aisément sur gélose lactosée 
tournesolée que sur gélose sang (1) et plus aisément a la tempé- 
rature ordinaire qu’a 87° (1); constituée de coccobacilles 4 Gram 
négatif, qui aprés repiquages prennent le méme aspect micros- 
copique que les germes des colonies de type A. Repiquées en 
bouillon, ces colonies donnent au bout de quatre jours en général, 
mais parfois au bout d’un délai beaucoup plus long, un trouble a 
peine perceptible et un dépot finement grumeleux. L’agitation du 
tube y fait apparaitre des ondes moirées (1). Les repiquages sont 
difficiles & réussir au début. Mais aprés quelques passages, ils 
prennent de plus en plus aisément et le délai d’apparition des 
cullures se raccourcit; aprés trois mois environ de repiquages 
réguliers, on obtient en vingt-quatre heures sur gélose un semis 
de colonies translucides, arrondies, bombées, un peu plus petites 
qu’une téte d’épingle. Aprés le méme délai, en bouillon, les 
cultures ont conservé leur caractére pulvérulent ; pendant Jes deux 
ou trois premiers jours, elles sont constituées d’ondes moirées 
caraclérisuques, puis aprés ce délai, il se produit un dépét au 
fond du tube dont le contenu se clarifie. 

Au début des passages, la souche ne produit ni acidité mesu- 
rable ni gaz en présence des divers sucres sus-mentionnés. Toute- 
fois, le développement parait un peu plus rapide et la culture un 
peu plus abondante en présence de certains d’entre eux, comme le 
glucose et Varabinose, qu’en bouillon simple. Mais au fur et a 
mesure que la souche s’acclimate aux milieux artificiels, on 
observe aprés un délai de plus en plus court une acidification 
d’ailleurs légére, en présence d’un nombre croissant d’entre eux. 

La production de gaz est inconstante et se réduit d’ailleurs 
souvent a une petite bulle. Au bout de trois mois; les propriétés 


(1) A rapprocher de certaines observations faites par Haupuroy. 
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de fermentation soumises 4 un examen systématique ont donné 


les résultats suivants : 
Glucose : acidification légére au bout de vingt-quatre heures ; 


Maltose : au bout de vingt-quatre heures, acidification et gaz ; 


Saccharose : pas de fermentation ; Lactose : pas de fermentation ; 


? 


Arabinose : au bout de vingt-quatre heures, acidification et gaz ; 
Lévulose : pas de fermentation ; Xylose : acidification et gaz au 
bout de vingt-quatre heures; Mannite: pas de fermentation ; 
Dulcite : pas de fermentation ; Rhamnose: acidification et gaz 
au bout de vingt-quatre heures; Sorbite: pas de fermentation ; 
Inosite : pas de fermentation. 

Autres propriétés biochimiques : Le rouge neutre n’a jamais 
subi de réduction; par contre, on a pu observer 1|’apparition 
WVH,S dés les premiers repiquages. 

Propriétés sérologiques : La souche est agglutinable par le 
sérum anti-para B (QO), mais a un taux faible (1/20). 

Un tel sérum, épuisé par elle, devient incapable d’agglutiner une 
émulsion de germes du type précédemment décrit sous la 
rubrique A et inversement, un échantillon de sérum anti-para B 
épuisé par cette derniére souche devient incapable d’agglutiner 
une émulsion de germes du type décrit sous la rubrique B. 

Mobilité : nulle. 

Filtrabilité : Les émulsions de culture sur gélose, de méme que 
les cultures en bouillon, filtrées dans Jes conditions décrites par 
Hauduroy, sont restées stériles, méme aprés plusieurs mois de 
stabulation. 

A cété de ces deux types, nous avons isolé 4 partir du méme 
pus d’autres souches beaucoup moins stables et dont les carac- 
teres sont dans leur ensemble intermédiaires entre ceux du type A 
et du type B. 


Type C. — A partir de plusieurs échantillons de pus, nous avons 
isolé un certain nombre de souches ayant des colonies de méme 
aspect général que les colonies du type A, mais de diamétre plus 
grand. ‘Leur consistance n’était pas ferme, mais visqueuse. Au 
point de vue microscopique, elles étaient formées de coccobacilles 
a Gram négatif. Repiquées sur gélose lactosée tournesolée, ces 
colonies ne donnaient aucun développement pendant plusieurs 
jours, puis on voyait apparaitre, au lieu des grandes colonies que 
Von 'se croyait en droit d’attendre, des colonies punctiformes du 
type B. 


Tyre D. — Certaines colonies ayant a la premiére génération 
l’aspect de colonies du type A ont donné lors des repiquages 
ultérieurs des mélanges de colonies de tailles diverses .présentant 
tous les diamétres intermédiaires entre celui du type A et celui 
du type B. En réisolant les plus grandes d’entre elles, on obtenait 
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une nouvelle série de colonies de taille variée, mais dont le 
diamétre moyen était plus grand que celui de Visolement immeé- 
diatement précédent : inversement si, 4 parur de ce dernier, on 
réisolait les colonies les plus petites, on obtenait encore des 
colonies de taille trés variée, mais dont le diamétre moyen était 
cette fois inférieur au diamétre moyen primitif. Par sélection 
répétée de colonies d’une taille déterminée, il n’a pas été possible 
d’obtenir soit une souche de type A, soit une souche de type B, 
dont les colonies fussent d’une taille uniforme et dont les carac- 
teres fussent ceux des souches A ou des souches B. Les caractéres 
de fermentation de ces souches sont intermédiaires entre ceux du 
type A et du type B. 


Type E. — Colonies ayant lors du premier isolement |]’aspect 
des colonies du type A, mais qui donnent lors des repiquages 
ultérieurs des colonies non seulement de taille variée, mais encore 
d’aspect varié : colonies & contour polygonal ; colonies a prolon- 
gements. en pseudopodes ; colonies a centre effondré, etc. Ces 
souches présentent, elles aussi, des caractéres biochimiques inter- 
médiaires entre ceux du type A et du type B. 

En résumé, nous avons isolé d’un pus, provenant d’une infec- 
tion ancienne Aa bacillle paratyphique B d'une part : des bacilles 
Gram négatif donnant sur gélose des colonies naines mais présen- 
tant, par ailleurs, la majeure partie des caractéres du bacille para- 
typhique B. D’autre part, des bacilles Gram négatif présentant, 
eux aussi, les caractéres essentiels du bacille paratyphique B mais 
donnant sur gélose des colonies normales. Enfin, des bacilles 
donnant des colonies de type varié, peu stable et tendant, lors des 
isolements, vers l’un des types précédents. 

Les souches 4 colonies punctiformes sont, elles, issues de la 
souche a colonies normales ou bien s’agit-il de deux souches 
d’origine différente coexistant dans le pus au moment de nos 
isolements ? Les observations précédentes et notamment le passage 
régulier des colonies glaireuses aux colonies punctiformes nous 
permettent-ils d’admettre, sans autre commentaire, que Ja souche 
d’aspect normal a donné naissance par dissociation a Ja souche 
naine? I] ne nous a pas été possible d’élucider cette question 
par ]’étude des lignées issues d’un germe unique. Mais i] nous 
parait raisonnable de penser que s’il s’agissait de deux souches 
dorigine différente se contaminant, les caractéres aberrants de la 
souche a grandes colonies par lesquels elles se rapprochent de la 
souche | a colonies naines, notamment les retards de fermentation 
Seraient précisément dus 4 son mélange avec celle-ci. Or, i] n’en 
est rien, car si on mélange en proportion quelconque des germes 
provenant d’une souche stable a grandes colonies avec ceux d’uné 
souche stable & petites colonies, les caractéres de fermentation de 
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la souche mixte ainsi obtenue sont identiques A ceux de la‘ souche 
a grandes colonies. De méme, si on mélange dans une proportion 
quelconque des bacilles  paratyphiques B  typiques, provéniant 
d’une collection, avec des germes donnant des colonies naines, lc 
mélange présente les caractéres de fermentation normaux de 
bacille paratyphique B. Si on pratique a partir de ce mélange 
des isolements, on ne retrouve ni colonies glaireuses, ni colonies 
a expansions latérales, ni colonies a collerettes. Il en est de méme 
d’ailleurs si on cultive la souche a grandes colonies, ou une souche 
de bacilles paratyphiques B normale, en présence du filtrat d’une 
culture en bouillon d’une souche naine. 

Il y a done des raisons de penser que les souches a colonies 
naines sont issues des souches a colonies normales dans le cas 
que nous venons de décrire. Chinn a d’ailleurs insisté sur le fait 
que l’apparition de colonies naines au sein d’une souche coincidait 
avec celle d’autres anomalies. C’est aussi le cas de notre obser- 
vation. Les génétistes savent d’ailleurs bien que l’apparition de 
formes nouvelles dans une lignée coincide souvent avec un véri- 
table affolement de la souche qui, primitivement fixe, donne brus- 
quement, en peu de temps, de nombreuses variétés stables ou 
instables. Quoi qu’1l. en soit, cette observation nous a permis de 
comprendre un autre cas plus simple dans les faits, mais d’inter- 
prétation plus difficile, que nous allons briévement relater. 

Du sang d’un malade atteint de dothiénentérie, nous avons isolé 
deux fois, A un mois d’intervalle, une souche de bacille typhique 
normale. Dans J’intervalle de ces deux examens, |’urino-culture 
du méme malade a donné un germe différent des deux premiers et 
présentant les caractéres suivants : 

Caractéres microscopiques : bacilles & Gram négatif, a peine 
plus longs que larges, immobiles. 

Caractéres macroscopiques des cultures : sur gélose, . apres 
quarante-huit heures, colonies d’aspect uniforme, translucides, de 
1 mm. de diamétre environ. En bouillon, apres le méme deélai, 
trouble léger, n’augmentant guére au cours des jours suivants. 

Propriétés biochimiques : ne produit pas d’indol ; ne réduit pas 
le rouge neutre ; produit tardivement un peu de II,S ; fermente le 
elycose et le xylose en bouillon au bout de quarante-huit heures 
sans dégagement de gaz; n’attaque ni le lactose, ni l’arabinose, 
ni le maltose, ni Je saccharose, ni Ja mannite, ni Ja dulcite, ni 
V’inosite, ni la sorbite, ni le rhamnose. 

Propriétés sérologiques : Le germe n’est pas agglutiné par le 
sérum antityphique H. I] n’est agglutiné qu’éa un taux trés bas 
(1/20) par le sérum antityphique O. Un sérum préparé en ]’injec- 
tant au lapin l’agglutine au 1/2.000. Ce méme sérum n’agglutine 
pas les émulsions de bacilles typhiques vivants et mobiles ; par 
contre il agglutine ces mémes émulsions préalablement chauffées 
a 100° pendant deux heures, mais 4 un taux médiocre (1/20). 
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L’ensemble des propriélés morphologiques et biochimiques de 
cette souche ne correspond a celui d’aucun germe décrit. Par 
contre rien ne s’oppose a la considérer comme une forme naine 
de bacille typhique. Toutefois, pour étayer celle opimion, nous 
avons constamment manqué d’une confirmation tirée de ]’évolution 
méme de la souche qui, malgré des repiquages prolongés, s’est 
montrée tres fixe et n’a témoigné d’aucune tendance a retourner 
vers un type primitif éventuel. 

D’autre part, les affinités sérologiques laches qu'elle présente 
avec la forme O du bacille typhique ne forcent pas la conviction. 

Nous ne pouvons oublier de mentionner que Jacobsen d’abord, 
puis Fromme, Goebel. et enfin Kauffman ont signalé que les 
souches naines du groupe des Eberthella reprennent temporaire- 
ment leur aspect normal sur milieu d’Endo. 

Les circonstances ne nous ont pas permis de tenter cette épreuve 
qui nous aurait peut-¢tre apporté le critére que nous cherchions. 

Nous croyons utile d’avoir rappelé qu’il est possible de rencon- 
trer des souches naines dans les humeurs des patients. Comme 
elles peuvent s’y trouver en l’absence de formes typiques et que 
leur développement est souvent fort lent, il est vraisemblable 
qu’elles sont plus fréquentes que la littérature ne le laisse 
entendre. I] est bon, dans tous les cas, d’avoir cette éventualité 
présente a ]’esprit dans les cas ot Je laboratoire ne parvient pas 
a faire la preuve d’une infection dont les caractéres cliniques 
évoluent classiquement. 
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ADSORPTION DU VIRUS DE LA MALADIE DE CARRE 
SUR HYDROXYDE D'ALUMINIUM 


ACTION SUR LE COMPLEXE DE LA DESSICCATION 
APRES CONGELATION 


par Pierre GORET (’). 


Poursuivant nos recherches sur la maladie de Carré (maladie 
du jeune age du chien) entreprises depuis 1936 (1), nous avons, 
devant l’imperfection des méthodes actuelles d’immunisation, 
cherché a mettre au point un procédé de vaccination par virus 
vivant et virulent adsorbé sur hydroxyde d’aluminium. On sait que 
cette technique a été mise a profit avec succés dans la fiévre 
aphteuse par H. O. Schmitt-Jensen; S. Schmidt et A. Hansen 
(vaccination du cobaye), et par Waldmann et ses collaborateurs 
{vaccination des bovins). 

Ce projet pouvait paraitre pratiquement irréalisable, car la viru- 
lence des suspensions, en milieu liquide, du virus de Carré s’at- 
ténue rapidement. On sait, en revanche, que la dessiccation rapide 
sous vide, aprés congélation, constitue un excellent procédé de 
conservation de la vitalité et de la virulence de cet ultravirus (2). 

Nous avons donc pensé qu’i] serait possible d’adsorber ce virus, 
a l’égal de nombreux autres, sur hydroxyde d’aluminium, et, pour 
en assurer la conservation, de déshydrater le complexe. Le 
substrat desséché donnerait, aprés reprise par l’eau distillée, un 
liquide facilement injectable et ayant conservé ses propriétés. 

L’expérimentation entreprise, et qui a porté sur plus de 
150 furets, a révélé le bien fondé de notre hypothése et nous 
a, en outre, permis de mettre en évidence un fait qu’il nous 
a paru intéressant de communiquer. En effet, sa portée pratique 
peut, A notre sens, étre assez grande s’il se confirme que |’appli- 
cation peut en étre étendue a d’autres ultravirus que celui de la 
maladie du jeune Age du chien. 


(*) Société Francaise de Microbiologie, séance du 7 juin 1945. 

(1) P. Gorer et coll. Bull. Acad. Vét. France, 1936, 9, 218, 315, 388, 
395, 407, 410, 427 ; 44, 209. 

Pour la bibliographie, consulter : J. Verce et P. Gorer : La Maladie 
du Jeune Age du Chien (Maladie de Carré) in : Lrvapit1, VERGE et 
Lépwe : Les Ultravirus des Maladies Animales. Un volume. Maloine, 
édit., Paris, 1943. 

(2) J. Vercr et P. Gorer. Ces Annales, 1941, 67, 367. 
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A. — ExpriRIENCES SUR L’ADSORPTION DU VIRUS. 


1° Préparation des suspensions virulentes, — Les expériences 
ont été faites avec un virus provenant du chien et adapté au furet 
(du 12° au 18° passage). 

Nous avons utilisé comme source de virus Ja rate de furet 
infecté, sacrifié a la période agonique de Ja maladie, mais de 
nombreux essais nous ont montré que |’on pouvait également 
s’adresser au cerveau dont Ja virulence est aussi élevée que celle 
de la rate. 

Les tissus infectés sont pesés, finement broyés et additionnés 
d’eau distillée de fagon a obtenir une suspension contenant 160 mg. 
de tissu par centimétre cube. Celle-ci est centrifugée a vitesse 
moyenne (4.000 tours environ pendant cinq minutes) ; le liquide 
surnageant est filtré sur disque Seitz K?. Le filtrat est ensuite dilué 
4 1/2, 1/4 et 1/8 ; chaque dilution correspond done a 20, 40, 80 mg. 
de tissu infecté. Ces quantités représentent plusieurs milliers ou 
dizaine de milliers de doses minima mortelles pour le furet, cet 
animal étant sensible A l’inoculation sous-cutanée du milliéme de 
milligramme de tissu virulent. 

Ces doses ont été intentionnellement choisies aussi élevées, étant 
donné les différences de virulence pouvant exister, pour un méme 
organe, d’un sujet a4 un autre; pour étre a l’abri d’une destruc- 
tion éventuelle d’une partie du virus lors de la dessiccation ; 
enfin, pour obtenir des complexes doués d’un pouvoir antigéne 
élevé. 

2° Préparation de UVhydroryde d’aluminium. — Nos. essais 
(adsorption de ces suspensions ont été faits sur un hydroxyde 
d’aluminium de préparation fort simple. 

De l’alun de potassium du commerce est dissous dans l’eau 
distillée & raison de 5 g. pour 52,5 c. c. de solvant. On ajoute a la 
solution de la lessive ‘de soude du commerce jusqu’dé obtention 
aux environs de pH 7 du précipité blane laiteux d’hydroxyde 
aluminium. Ce résultat est obtenu en utilisant environ 3,8 c. c. 
de lessive de soude. 

Le précipité est alors centrifugé et lavé quatre fois de suite 
4’ Veau distillée afin d’éliminer les impuretés susceptibles de 
géner l’adsorption. A. Hansen et Schmidt (3) ont, en effet, insisté 
sur le fait que la présence d’électrolytes nuisait A une bonne 
adsorption des ultravirus. Aprés lavage le précipité est enfin 
repris par un volume d’eau distillée égal au volume initial et 
réparti en ballons que J’on stérilise pendant quinze minutes a 
Vautoclave A 110°. 

L’hydroxyde d’aluminium ainsi préparé conserve au moins deux 
mois son pouvoir d’adsorption. 


(3) A. Hansen et Scummpr. C. R. Soc. Biol., 1935, 120, 1150 
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3° Adsorption. — Pour obtenir adsorption nous mélangeons 
a parties égales les suspensions de virus (suspension mére et dilu- 
tions) et d’hydroxyde d’aluminium. Les mélanges sont agités a la 
main dans un récipient de verre ou au moyen d’un agitateur a 
ailettes pendant dix 4 quinze minutes (4). Les mélanges renferment 
alors par centimétre cube une quantité de virus “correspondant 
a 10, 20, 40 et t80 mg. de tissu virulent. 

4° Résultats des inoculations: Nous donnons ci-dessous la 
relation d’une de nos expériences. Les résultats ont toujours été 
entiérement superposables dans tous nos essais. 

Avec chaque lot nous inoculons deux furets a raison de 1 c. ¢ 
par la voie sous-cutanée. 

D’autre part 2 c. c. (ou 3 c. c. dans certaines expériences) du 
liquide surnageant, aprés centrifugation du complexe, sont éga- 
lement inoculés a 2 furets. 

Les 8 furets ayant recu le complexe contenant le virus a des 
taux différents succombent dans les délais normaux. 

Dans une expérience, cependant, un furet qui avait recu 1 ¢. ¢. 
du complexe a 10 mg. résiste (5), et un autre qui avait recu 1 ¢. c¢. 
du complexe a 20 mg. prend Ja maladie aprés une incubation de 
dix-sept jours (I’incubation est normalement de huit a dix jours 
pour le virus du chien, de sept jours pour un virus adapté au furet). 

Parmi les 8 furets ayant recu le liquide surnageant des diffé- 
rents lots, seuls ceux ayant recu le liquide surnageant de la pré- 
paration renfermant une quantité de virus correspondant 4 80 mg. 
de tissu virulent succombent dans les délais normaux ; tous les 
autres sujets restent ‘indemnes. 

En résumé ; il résulte de ces recherches. que le virus de Carré 
est bien adsorbé par |’hydroxyde d’aluminium a des taux méme 
trés élevés, bien que le pouvoir d’adsorption de l’hydrogel 
colloidal. ne soit pas illimité. Le complexe demeure cependant 
virulent pour le furet, comme c’est le cas, par exemple, pour le 
virus aphteux adsorbé et inoculé aux bovins. 


B. — DEssiccATION DU COMPLEXE.. 


Nous avons recherché alors quelles seraient les propriétés de ces 
adsorbats soumis a la dessiccation. 

1° Technique. — Les préparations précédentes sont soumises a 
la dessiccation aprés congélation suivant la technique et au moyen 
de |’appareil de Mudd-Flosdorf qui.a servi antérieurement 4 nos 
recherches sur la conservation de certains ultravirus. La congé- 


(4) Au début de nos expériences les mélanges ¢taient agités pendant 
une heure ; nous nous sommes convaincu par la suite que le EDS \de 
l’opération pouvait sans inconvénient étre trés abrégé. 

(5) Ce furet s’est révélé ibe i réceptif a Himoculation viru- 
lente. 
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lation est obtenue par l’air liquide (6) en quelques secondes ; 
cependant les ampoules renfermant le complexe sont maintenues 
quelques minutes dans le réfrigérant pour éviter leur décongéla- 
tion lors de la mise en route des pompes. 

La dessiccation est compléte en quelques heures. On obtient une 
masse blanchatre pulvérulente qui, reprise par l'eau, donne 
exactement l’aspect laiteux et colloidal de la préparation originale. 

2°. Résultat des inoculations. — L’inoculation aux furets de tous 
les échantillons ainsi préparés ne leur transmet pas la maladie. 
C’est dire que le complexe encore virulent a l'état liquide a perdu 
cette virulence & la suite de la dessiccation aprés congélation. 

Cette action se manifeste non seulement sur les échantillons 
dans lesquels le virus est entiérement adsorbé mais également sur 
celui dans lequel l’adsorption est incomplete (correspondant 4 
80 mg. de tissu virulent par centimétre cube). 

Le virus adsorbé, non congelé et non desséché conservé 4 titre 
de témoin pendant tout le temps de la dessiccation et inoculé au 
bout de ce temps s’est révélé encore pleinement virulent (7). 

3° Elution. — Si l’élution «in vitro » du complexe a l'état 
liquide ne présente pas un gros intérét pratique, puisque |’adsorbat 
demeure virulent, il n’en est pas de méme du complexe desséché. 
Nous n’avons pu réaliser cette élution en reprenant le substrat 
par du bouillon ou une solution tampon de phosphates et en 
agitant trés énergiquement la suspension obtenue. Aucun des 
furets inoculés n’a contracté la maladie. Le nombre de nos essais 
toutefois est resté limité. Il est certain cependant que le procédé 
de dessiccation mis en ceuvre n’altére pas Ja vitalité et la virulence 
de [élément infectieux. 

En effet, le virus en eau distillée renfermant 10 p. 100 de gomme 
acacia ou en solution physiologique de sulfate de soude Aa 
39,2 g. p. 1.000, desséché par le méme procédé, en méme temps 
que le virus adsorbé, conserve sa virulence plusieurs mois. 

En outre il est également certain que, comme nous l’escomptions, 
Vinjection du virus adsorbé desséché confére au furet une 
immunité solide. 


Dans une prochaine note nous publierons nos recherches sur 
ce point. 


* 
* *¥ 


Nous insistons sur le fait que les résultats indiqués ne peuvent 
Otpe 2 =H = 
étre obtenus qu’en utilisant un hydroxyde purifié par lavage et 


(6) Mupp-Frosporrr et coll. utilisent comme mélange réfrigérant la 
neige carbonique plongeant dans le méthylglycol: L’emploi de air 
liquide est plus aisé et sans effet nuisible. 


Tr ? ’ . 
(7) Nous n’avons encore pu étudier le temps de conservation du virus 


oe non desséché, Des recherches seront bientdt entreprises sur ce 
point. 
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un virus centrifugé et filtré comme nous l’avons indiqué. Les 
préparations faites a partir d’une suspension de tissu non. centri- 
fugé et non filtré demeurent virulentes, méme aprés dessiccation. 
Un pourcentage non négligeable de furets succombent a la suite 
de V’inoculation aprés une incubation prolongée jusqu’a quinze 
et dix-neuf jours. 

La virulence reléve, sans doute, a virus demeuré dans les 
particules de tissu non adsorbées. I] se peut que le virus, contenu 
dans ces menus fragments, soit fixé sur les cellules et ne s’en 
slue que lentement. Cette hypothese pourrait expliquer la longueur 
inhabituelle de l’incubation. 

ss 

Quel est le mécanisme du phénoméne que nous venons de 
signaler ? On pourrait admettre que la congélation, en concen- 
trant la phase aqueuse, permet une union plus intime entre les 
micelles colloidales et les éléments virulents et une plus grande 
stabilité du complexe. Cette facon de voir se trouverait en accord 
avec les récentes recherches de G. Pyl, K. O. Hobohm et 
Kk. Holtz (8) sur V inactivation réversible du vaccin anti-aphteux 
de Waldmann aprés congélation. L’antigéne, selon ces auteurs, 
nest pas altéré par la déshydratation de l’adsorbat, mais i] n’est 
plus résorbable par l’organisme, car il ne se détache plus de son 
support. Le broyage des fragments d’alumine congelé permet 
d’ailleurs de récupérer un vaccin actif. 

Toutefois les résultats de ces essais et des ndtres ne sont pas 
superposables car si d’un cété on récupére un vaccin actif de 
Vautre on obtient un virus adsorbé incapable de transmettre 
Vinfection, mais doué de propriétés immunisantes. 

On peut, en second lieu, émettre l’hypothése d’une modification 
physico-chimique du complexe virus-alumine se produisant au 
cours de la dessiccation et sur Ja nature de laquelle il serait inté- 
ressant d’étre fixé. Des essais en cours nous permettront, peut- 
étre, d’élucider ces points, comme ils nous indiqueront si le 
procédé décrit est applicable 4 d’autres ultravirus. 


CONCLUSION. 


Le virus de Carré est facilement adsorbé par Vhydroxyde 
d’aluminium préparé par précipitation d’une solution d’alun au 
moven de la lessive de soude. Le complexe demeure cependant 
virulent. 

La dessiccation de l’adsorbat, aprés congélation rapide selon 
la technique de Mudd-Flosdorff, permet d’obtenir, aprés reprise 
par ]’eau, un complexe colloidal avirulent et immunisant. 


(8) G. Pyzt, K. O. Hosoum et K:. Honrz. Zeilschr. Immunitdtsf., 1942, 
102, 45. 


RECHERCHES IMMUNOCHIMIQUES 
SUR LA BACTERIDIE CHARSONNEUSE 


Vv. — LES NUCLEOPROTEIDES 


par A.-M. STAUB, R.-O. PRUDHOMME et P. GRABAR °). 


(Institut Pasteur.) 


Dans le premier mémoire de cette série [46], nous avons résumé 
nos connaissances actuelles sur les nucléoprotéides du B. char- 
bonneux. Aprés avoir fondé de grands espoirs au début du siécle 
sur la fraction mal définie d’ailleurs, dite « nucléoprotéines », les 
auteurs s’en détachérent, en partie parce que leurs résultats n’ac- 
cordaient souvent aucune valeur antigénique 4 cette fraction, en 
partie parce que l’ubiquité des « nucléoprotéines » parmi les bac- 
téries et leur manque de spécificité Otaient tout espow d’aboutir de 
ce coté 4 un constituant antigénique intéressant. 

La découverte des nucléoprotéides virus ayant montré le réle 
que pouvaient jouer certains nucléoprotéides en biologie on s’est 
demandé si l’abandon de ce terrain n’était pas prématuré ; d’ot 
le nouvel intérét porté aux nucléoprotéides microbiens et en par- 
ticulier & ceux du B. anthracis. 

Tandis que Ferramola [3] s’attachait au probléme chimique et 
déterminait les bases puriques présentes dans |’acide nucléique 
du B. charbonneux, Sordelli et ses collaborateurs [45], puis 
Pochon [42] étudiérent la question du point de vue de |’immuno- 
logie. I] fallait, pour ce faire, sauvegarder le plus possible |’inté- 
grité de |’antigéne bactérien. Aux méthodes brutales des premiers 
chercheurs (Tiberti, Cassendi [47]) on a donc substitué des mé- 
thodes d’extraction plus douces. Les auteurs modernes utilisent la 
fraction antigénique soluble dans l’eau physiologique, avec (Po- 
chon ([12]) ou sans (Sordelli [45]) éclatement préalable des corps 
bactériens par congélations et décongélations successives. Les 
« nucléoprotéines » sont alors précipitées a pH 4 par addition 
d’acide (acétique ou sulfurique). 

Sordelli [45] montre que cette fraction insoluble, injectée aux 
chevaux, fait apparaitre dans leur sérum des anticorps fixateurs 


Cy Communication présentée A la séance du 5 octobre 1944 de 
la Société frangaise de Microbiologie. ne 
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du complément, et précipitants, contrairement A la fraction solu- 
ble, qui est totalement inactive (1). 

Pochon [42] précipite d’une part un sérum anticharbonneux par 
les « nucléoprotéines » : il n’élimine pas les anticorps protec- 
teurs ; d’autre part, il injecte ces mémes « nucléoprotéines » a un 
lapin : il oblient un sérum qui précipite les nucléoprotéines mais 
n’est pas protecteur. 

Ces résultats négatifs, qui sembleraient si riches en consé- 
quences, ne nous permettent malheureusement pas encore de con- 
clure a Jl’inactivité des « nucléoprotéines » dans l’immunité 
anticharbonneuse. Deux arguments s’y opposent en effet : 

1° Les essais de protection n’ont porté que sur la souris ; or 
Von sait justement que chez cet animal les anticorps anticapsulai- 
res sont les principaux responsables de la protection. Les résul- 
tats auraient donc pu étre différents si Pochon avait essayé le 
pouvoir protecteur sur le lapin ou le cobaye. 

2° Si la fraction insoluble a pH 4 dite « nucléoprotéines » con- 
tient bien des composés de l’acide nucléique, tout porte a croire 
que ceux-ci n’y sont pas seuls, mais qu’il s’agit d’un mélange ou 
ils voisinent avec des composés glucoprotéidiques mal définis 
encore et peul-étre d’autres protéides. Impossible dans ces condi- 
tions de conclure, aprés les expériences de Pochon, que |’élimi- 
nation du précipité spécifique ne supprime pas les anticorps pro- 
tecteurs. Rien ne nous assure, en effet, que les proportions sui- 
vant lesquelles nous observons cette précipitation soient celles qui 
conviennent 4 |’élimination des anticorps protecteurs par leur 
antigéne homologue. Nous avons souligné déja ce fait dans les 
conclusions du dernier mémoire de cette série [6]. 

Le méme raisonnement s’applique 4 l’impossibilité d’obtenir un 
sérum protecteur : la présence d’anticorps, précipitant quelques 
constituants du mélange, ne permet pas de conclure a la forma- 
tion des anticorps homologues de fous les antigénes présents. 
Parmi ces derniers, certains, peut-étre les seuls intéressants, peu- 
vent se trouver dans les préparations en quantité trop faible pour 
permettre une élaboration d’anticorps suffisante pour assurer la 
protection de la souris. 

Nous avons cherché a savoir au cours de ce travail si les nucléo- 
protéides étaient responsables ou non de la précipitation spéci- 
fique observée par les auteurs et par nous-mémes dans les mé- 
langes d’un extrait microbien insoluble 4 pH 4 et d’un immun- 
sérum anticharbonneux. 

Resserrant la question de plus prés, nous avions observé [5] 


(1) Celle-ci précipite néanmoins un sérum anticharbonneux obtenu 
par injection de bacilles vivants ou morts, les polyosides qu’elle contient 
ne jouant pas Je réle d’antigénes, mais seulement de hapténes. 
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que cet extrait précipitait aussi bien Je sérum total que les euglo- 
bulines et les pseudoglobulines de notre sérum de cheval anti- 
charbonneux : or seules les pseudoglobulines contiennent les anti- 


? 

corps protecteurs [4]. Nous avons done travaillé Ja plupart du 
temps avec cette seule fraction du sérum (Ja plus intéressante 1m- 
munologiquement). ; 

Retrouve-t-on les nucléoprotéides dans Je précipité spécifique 
observé dans les. mélanges de la fraction dite « nucléoprotéine » 
du B. anthracis et des pseudoglobulines de notre sérum antichar- 
bonneux de cheval? Ou bien les retrouve-t-on dans les mélanges 
débarrassés du précipité spécifique (surnageants) apres saturation 
par les pseudoglobulines? Deux meéthodes d’investigation s’of- 
fraient A nous pour cette étude : le spectre d’absorption en ultra- 
violet et le dosage chimique de l’azote purique. 


‘TECHNIQUES. 


SpecTRE D’ABSORPTION EN U. V. — On sait que les nucléoprotéides 
offrent, du fait de la présence des bases puriques dans leur constitu- 


co 
tion, une bande d’absorption dans VU. V. aux environs de 2.600 A. 
Deux d’entre nous ont montré, dans un récent mémoire [44], qu’on 


observe une bande d’absorption voisine de 2.540 A avec les solutions 
de nos extraits bactériens. Cette bande est due en réalité a lexistence 
d'un mélange de composés absorbants, les uns solubles & pH 4 et dont 
le maximum d’absorption se place vers 2.500 A, les autres insolubles 
a ce méme pH et dont le maximum d’absorption est aux environs de 
2.580-2.600 A. Nous ne savons pas encore quels corps sont respon- 
sables de l’absorption dans le premier cas. Pour les autres, il s’agit 
vraisemblablement de nucléoprotéides proprement dits ; ce sont les 
seuls qui nous intéressent ici puisque c’est uniquement cette fraction 
insoluble & pH 4 qui précipite spécifigquement les pseudoglobulines 
anticharbonneuses. 
> re , . . 
D’autre part, tous les protéides, et ceux du sérum en particulier, 


présentent une bande d’absorption caractéristique vers 2.800 A due i 
la présence des acides aminés cycliques : Tyrosine, Tryptophane, Phé- 
nylalanine. : ity 

Toutes les mesures ont été effectuées suivant la technique décrite 
antérieurement par l’un de nous [43] et que nous résumons briéve- 
ment ici. Pour effectuer les mesures d’absorption nous nous sommes 
servis du spectrographe pour chimiste de Zeiss. Les rayons ultraviolets 
sont fournis par un tube & hydrogéne systéme Challonge. Nous n’avons 
pas cherché dans nos mesures A définir le coefficient d’absorption. Hl 
nous suffisait d’avoir la position du maximum: A cet effet, nous avons 
choisi des épaisseurs et des dilutions convenables pour obtenir nette- 


ment ce maximum. La position de ce point a été précisée au micro- 
photométre enregistreur de Sannié. 


DosacE DE L’AZOTE PURIQUE. — On a longtemps dosé les nucléo- 
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protéides par leur phosphore ; mais cette méthode n’est plus valable 
en présence des phosphoprotéides, toujours abondants dans les extraits 
microbiens, C’est pourquoi Graff et Macula [7] ont mis au point une 
technique permettant de doser l’azote purique aprés destruction des 
protéides. C’est celle que nous avons utilisée. 

1° Dégraissage du matériel. — S’il s’agit d’une solution on la préci- 
pite préalablement par cinq fois son volume d’alcool ; s’il s’agit d’un 
précipité on le traite directement. On lave ces précipités trois fois A 
Valcool & chaud (ébullition), puis deux fois A l’éther a froid. 

2° Hydrolyse. — Le produit sec ainsi obtenu est dissous dans environ 
cinquante fois son volume d’un mélange HCl normal dans H.COOH 10 N, 
en chauffant dans un bain-marie bouillant, et en agitant avec. des 
billes. Lorsque la substance est & peu prés dissoute, on chauffe pen- 
dant une heure a4 feu nu, avec un réfrigérant 4 reflux pour effectuer 
Vhydrolyse. 

3° Précipitation des bases puriques. — Les bases puriques sont alors 
précipitées par l’oxydule de cuivre (Cu,O) en présence d’alcool a pH 5 : 
on ajoute au mélange précédent, aprés_ refroidissement, un demi- 
volume d’alcool éthylique 4 95° et l’on améne a pH 5 en ajoutant de 
la lessive de soude. Le pH est contrédlé au potentiométre a électrode 
de verre. On ajoute ensuite 1/10 du volume d’un tampon pH 5 de citrate 
molaire, puis la suspension d’oxydule par fractions de 1 c.c.; en 
chauffant l’oxyde se dissout, puis apparait un fin précipité. On ajoute 
un excés d’oxydule qui ne se dissout plus et on laisse bouillir 4 reflux 
pendant quinze minutes. Le précipité est alors lavé deux fois en cen- 
trifugeant par de l’alcool 4 40 p. 100, puis une fois a l’eau chaude. 
On dissout le précipité dans un mélange d’acide trichloracétique et de 
tampon citrate (20 g¢. CCl,cOOH, 10 g. NaCl, 100 c. c. citrate molaire). 
On laisse bouillir 4 reflux pendant cing minutes ; on élimine par filtra- 
cing minutes. On neutralise s’il y a lieu jusqu’& virage du tournesol ; 
on porte une derniére fois 4 1’ébullition pendant quinze minutes. Aprés 
refroidissement, on ajoute un demi-volume d’alcool. On améne a pH 5 
et l’on procéde 4 une deuxiéme précipitation cuivrique dans lcs mémes 
conditions. ; 

4° Dosage d’azote. — Le précipité obtenu aprés le dernier lavage est 
dissous dans un mélange de SO,H, pur et d’eau oxygénée. L’azote est 
titré dans cette solution suivant la technique du micro-Kjeldah] indi- 
quée dans le premier mémoire de cette série [16]. 


MATERIEL. 


Les « nucléoprotéines’» ont été préparées par précipitation a pH 4 
d’extraits microbiens obtenus par congélations et décongélations succes- 
sives suivant la technique décrite dans un précédent mémoire [416] (2). 
On a effectué aussi des précipitations sur des extraits non précipités 
A pH4 (« Extraits bruts »). Aprés ¢limination de ces derniers- de la 
partie insoluble 4 pH 4, il ne reste plus en solution aucune substance 


(2) La souche utilisée est toujours la méme acapsuligéne y 7 obtenue 
suivant la technique de Stamatin. 
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précipitable spécifiquement par les pseudoglobulines anticharbonneuses ; 
la précipitation spécifique obtenue avec l’extrait brut est donc bien 
imputable & la fraction insoluble a pH 4. : 
Le sérum de cheval anticharbonneux n° 811 est celui toujours utilisé 
par nous dans cette série de recherches. Les pseudoglobulines ont été 


extraites du sérum suivant la technique habituelle [4]. 


R&ESULTATS EXPERIMENTAUX. 


On mélange dans des proportions variables les pseudoglobuli- 
nes et l’extrait microbien. On observe une précipitation qui pré-. 
sente un phénoméne de zone plus ou moins net. Le précipité ne 
flocule par toujours : il est parfois nécessaire de le centrifuger 
pour le collecter au fond du tube. Le liquide surnageant pré- 
sente alors un trouble plus ou moins accentué suivant les extnaits 
et suivant les proportions de pseudoglobulines ajoulées. Cela rend 
difficile sinon impossible l'étude de ces « surnageants », l’addi- 
tion de nouvelles quantités d’antigéne ou de sérum ne donnant 
aucun résultat net et ne permettant pas, en conséquence, de savoir 
‘si l’on est en présence d’un excés d’antigéne ou d’anticorps dans 
le mélange primitif ; d’ot la nécessité, ol. nous avons été, de tra- 
vailler avec des proportions variables de pseudoglobulines et 
d’extraits microbiens. Tout le probléme consistait en effet a nous 
placer en présence d’un excés d’anticorps afin d’étre stirs d’avoir 
éliminé tous les antigénes précipitables : nucléoprotéides ou pro- 
téides. Si les nucléoprotéides étaient responsables de la précipi- 
tation on devait les retrouver dans le précipité et non plus dans 
le surnageant. Sinon, ce devait étre l’inverse qui se serait produit. 

Les premiers résultats, publiés dans ces Annales [5], nous 
avaient montré la disparition de la bande spécifique des nucléo- 
protéides dans les surnageants et semblaient en accord avec |’hy- 
pothése d’une précipitation spécifique des nucléoprotéides. 
L’étude détaillée rapportée dans le tableau I montre que, en réa- 
lité, le maximum d’absorption du mélange extrait micro- 


bien + pseudoglobulines se déplace progressivement de 2.700 A 


° 


a 2.800 A au fur et & mesure que l’on ajoute des pseudoglobu- 
lines ; mais ce déplacement n’a rien de spécifique puisque le mé- 
lange de |’extrait microbien avec les pseudoglobulines normales, 
provenant d’un cheval non immunisé, améne le méme déplace- 
ment, bien que dans ces conditions il n’apparaisse aucun précipité 
dans le mélange. 

D’autre part, l'étude des précipilés spécifiques dissous dans 
la soude N/10 donne toujours la bande d’absorption caractéristi- 
que des protéides 2.800 A : que la précipitation ait été effectuée 
ailleurs par les euglobulines, les pseudoglobulines ou le sérum 
entier. 
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SE SS OTS, PR RRR OE AREA St St OES TENSIONS PSP 


NUMERO 

de l’essai 

A 

7 

Br: 

ae 

5 e 

6 a 
epee 
(a 
ee 
Car 3 

T\ a 
Gis 
a 
b 

8 
a! 


MELANGE 


Sérum 


Pseudozlobulines : 


2,570.0: 


Euglobulines : 


255 ¢.¢. 


Sérum entier : 


2e08C..C-. 


Pseudoglobulines : 


rast), {Puls 


Pseudoglobulines 
5 ¢.C. 
Sérum entier : 

2,5 C.6. 


5 <O2c. 


Pseudoglobulines : 


4525 _c.c. 
2,5 C.Cc. 


5. . 
42,5 €.C. 


Pseudo normales : 


12. Gs G 


Pseudoglobulines : 


2,5 C.C. 
¥, 15 °C.€. 


Pseudo normales : 


ZsiOiCiCs 
4. TSI. Cs 


Antigéne 


1° Produit insoluble a pH 4: 


fh OAIe3 


Surnageant n° 2. 


:|2° Produit insoluble a pH 4: 


sere 


Be aCe 
5020s 


3° Produit insoluble a pH 4: 
5 ¢. 
5 ¢. 
5. 
D Ce 


Q Os, @ © 


Bice. 


Extrait brut : 


Dae: 


Hanes 


5 ¢. 
Hie. 


= 


MAXIMUM D’ABSORPTION 
ee re eee | 


Précipité Surnageant 


2 800 Al 2.680 A-2.700 A 


2.800 A]. 2.710. 

my °o 
2790 A 2.715 A 
2.780 A 2.750 A 


fo So Po Po eo Po 


wo wo w rw 
—) 
o 
o 


po 


2.785 


700 
720 


2.800 A 2 
2.800 A 2. 


eo Po 


bo 


700 
2.700 


Po Po 


Ces résultats montrent qu’une forte proportion des protéides du 
sérum, spécifique ou non, dissimule la bande d’absorption des 
nucléoprotéides. Nous nous sommes alors demandé si dans le 
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anticorps 


précipité ot l’on sait que le rapport “antigene. est toujours petit 


la bande des nucléoprotéides ne serait pas simplement masquée par 
celle des protéides des anticorps et c’est pourquoi nous nous 
sommes adressés 4 la méthode chimique. 

Des essais préliminaires nous ont montré que 10 ¢. c. de pseudo- 
clobulines ne contenaient que trés peu d’azote purique (50 + envl- 
ron). Nous avons alors dosé |’azote purique, d'une parl dans 
Vextrait microbien seul, d’autre part dans le mélange extrait 
microbien + pseudoglobulines sous diverses proportions, apres 
élimination du précipité spécifique, enfin dans ce précipité : tous 
nos dosages nous ont donné des quantités infimes d’azote purique 
dans le précipité, dépassant 4 peine ordre de grandeur des 
erreurs expérimentales possibles. Le tableau II donne, a titre 
dexemple, les résultats d’une de ces expériences. 


TABLEAU II. 
AZOTE PURIQUE 


Pseudoglobulines, 10 c.c. . . . 


Extrait microbien,.6 c.c. 


Précipité 


Extrait microbien, 6 c.c. 
+ pseudoglobulines, 10 c.c. 
Surnageant 


Discussion. 


I] ressort de ces faits que la précipitation spécifique observée 
dans les mélanges des extraits microbiens et des pseudoglobulines 
anticharbonneuses n’est pas imputable a des composés nucléi- 
ques, tout au moins dans les conditions de préparation actuelles 
de nos extraits. Qu’est-ce qui précipite dans ces conditions ? Deux 
d’entre nous ont montré derniérement [6] que les pseudoglobu- 
lines anticharbonneuses contenaient des anticorps antiprotéiques 
capables de précipiter, lorsqu’on en utilise des proportions con- 
venables, les composés glucoprotéidiques du B. anthracis. Il 
est possible que la précipitation observée avec l’extrait micro- 
bien insoluble a pH 4 soit redevable aux mémes composés. I] est 
possible aussi qu’elle soit redevable aux protéides unis a l’acide 
nucléique, cette union étant si lache que la fixation des anticorps 
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spécifiques sur les protéides suffirait 4 la briser. Cette supposition 
s’appuie sur les expériences réalisées par Bateman et ses colla- 
borateurs [4] sur le streptocoque : l’étalement en couche mono- 
moléculaire d’extraits streptococciques, contenant des nucléo- 
protéides, leur a montré en effet que seuls les protéides s’éta- 
laient, tandis que l’acide nucléique restait dissous dans la cuve. 
Ces auteurs en concluent a la fragilité de la liaison acide nucleéi- 
que-protéides, si tant est que cette liaison existe. Et voici que 
se pose une fois de plus la question de ]’existence des nueléo- 
protéides : constituants réels de la cellule vivante ou artefacts de 
nos préparations. 

En 1924, Hammarsten [8] apportait des forts arguments néga- 
ifs. Il montrait en effet qu'il ne peut y avoir de veéritables 
nucléates de protcides qu’au-dessous du point isoélectrique des 
protéides. Aux pH biologiques compris en général entre 6,5 et 7 il 
ne peut donc exister que les nucléates des protéides fortement 
basiques, Par contre, en abaissant Je pH des extraits microbiens 
jusqu’aux environs de 4, on crée artificiellement des nucléates de 
protéides, qui précipitent avec ceux préexistant dans les extraits 
neutres ; la dissolution du précipité en milieu légérement alcalin 
ou neutre entraine Ja décomposition de ces nucléates artificiels, ne 
laissant intacts que ceux préexistant aux pH_ biologiques. Les 
extraits ainsi préparés contiendraient alors : 1° de acide nucléi- 
que ; 2° des protéides dont Je point isoélectrique est inférieur a 7 ; 
3° quelques composés nucléoprotéidiques dont les protéides ont 
un point isoélectrique supérieur a 7, 

Par contre, la découverte des protéides-virus en 1935 semblait | 
étre un argument décisif en faveur de l’existence réelle des nucléo- 
protéides en biologie. Les premiéres recherches de Mudd [9] sur 
le streptocoque, de Penne] [44] sur les Brucelle, en accordant 
une si grande valeur antigénique aux nucléoprotéides de ces mi- 
crobes, apportaient un argument nouveau en faveur de cette 
existence. Mais voici que Mudd et Lakmann écrivent en conclu- 
sion d’un de leurs derniers articles : « La réactivité qualitative 
« de J’antigéne streptococcique » n’est pas modifiée par Ja pré- 
sence ou l’absence de l’acide nucléique ». Puis aprés avoir rappelé 
les conclusions de Stahl, Pennel et Huddleson sur les Brucelle, 
ils ajoutent : « le composé acide nucléique est inactif, aussi 
toute l’activité biologique réside-t-e]le dans la portion protéique 
du nucléate de protéides » [10]. 

Nous avons vu que Bateman [4] et ses collaborateurs mettaient 
méme en doute la liaison de l’acide nucléique avec les protéides. 
Les résultats que nous avons obtenus sur la bactéridie charbon- 
neuse s’ajoutent 4 tous ceux acquis jusqu’ici sur le streptocoque 
et les Brucellz et nous raménent & une conception des nucléo- 
protéides microbiens proche de celle d’Hammersten. Les virus 
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resteraient-ils les seuls exemples d’une véritable molécule chimi- 
que de nucléoprotéides dans le domaine biologique ? Pour Dervi- 
chian [2] cela méme ne serait plus exact : il s’agirait dans ce 
cas non d’une molécule mais d’un coacervat oti acide nucléique 
et protéide coexisleraient cote a cole. Quoi qu'il en soit nous avons 
seulement voulu souligner toute |’indétermination contenue dans 
le terme de « nucléoprotéines » et dans les préparations que l'on 
désigne sous ce nom : il ne s’agit la plupart du temps que de 
mélanges dont les constituants Jes plus mal connus sont peut-éetre 
les plus inléressants. C’est ce qui fait toute Ja difficulté du pro- 
blame, mais en méme temps tout son intérét, car, devant ces enti- 
tés inconnues ou mal connues, tous les espoirs sont encore permis. 


RESUME. 


1° L’étude des précipités spécifiques obtenus avec les pseudo- 
globulines anticharbonneuses et plusieurs préparations de « nucléo- 
protéines » extraites de Ja bactéridie charbonneuse, n'a pas per- 
mis d’y mettre en évidence la présence d’acide nucléique. . 

2° Ces résultats sont rapprochés de ceux obtenus sur d’aulres 
espéces bactériennes et l’existence méme des nucléoprotéides mi- 
crobiens comme tels est discutée. 
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DELIPIDATION DES ANTICORPS ET ZONE 
DE FLOCULATION 


par Jacgurs POLONOVSKI, Mancuenitgs FAURE et Micner MACHEBOEUF. 


Bien que la structure des anticorps soit encore trés peu connue, 
on sait cependant qu il s’agit de molécules protéiniques qu’on 
chasse parmi les globulines. Les globulines ont été divisées d’apres 
leurs caractéres de solubilité en deux groupes : les euglobulines 
et les pseudoglobulines. D’une part, les cuglobulines sont inso- 
lubles dans l’eau en l’absence de sels minéraux, alors que les 
pseudoglobulines sont solubles dans J’eau distillée. D’autre part, 
les euglobulines sont insolubles dans le sulfate d’ammonium A 
33 p. 100 de satunation, tandis que les pseudoglobulines précipi- 
tent entre 33 et 50 p. 100. Ces deux critéres donnent en fait deux 
définitions des eu- et pseudoglobulines qui ne sont pas superpo- 
sables. Par délipidation des euglobulines, on obtient des globu- 
lines dont les caractéres de solubilité sont ceux des pseudoglobu- 
lines (Machebceut et Tayeau). 

De nombreux auteurs (Hardy et Gardiner, Marrack et Smith, 
Breinl et Waurowitz, Leathes, Felton et Kauffmann, Hartley, 
Horsfall et Goodner, Linderstrémlang et Schmidt) ont étudié le 
rdle des lipides dans les réactions de floculation entre Jes anti- 
corps et les antigénes. [ls ont montré que ’immunsérum peut étre 
délipidé sans perdre son role protecteur chez Vanimal, mais 
qu’aprés délipidation complete, lanticorps se combine avee lanti- 
gene sans le faire floculer (expériences faites sur Jes. sérums 
suivants : Lapin anticheval, Lapin anthomme, Cheval antityphoi- 
dique, Cheval antidiphtérique, et sur les réactions dagglutina- 
tion de pneumocoques par des sérums Cheval et Lapin antipneu- 
mocoques). 

En interprétant certains résultats des auteurs précédents,. il 
nous a semblé qu’un phénoméne devait étre particuliérement 
influencé par la présence des lipides : c’est celui de la zone de 
floculation. Une certaine quantité d’anticorps flocule, avec une 
quantité correspondante d’antigéne. Mais, si Ja quantité d’anti- 
géne est trop faible ou trop forte, i] n’apparait aucun précipite. 
La zone de floculation est plus ou moins étendue selon les cas, 
et l’on a fait la remarque que la zone est trés étroile chaque fois 
qu’il s’agit d’un anticorps pseudoglobulinique, et au contraire 
étendue quand l’anticorps est une cuglobulime (Pappenheimer, 
Ramon, Hooker et Boyd, Sandor, ctc.). 
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Nous avons cherché a préciser la liaison qui existe entre la 
vone de floculation et la nature des anticorps ; et pour cela, nous 
avons utilisé Je fait que la délipidation permet de transformer des 
euglobulines en pseudoglobulines. Notre hypotheése était que 
parallélement, Ja zone de floculation passerait du type zone 
étendue au type zone étroite. Les anticorps Cheval antiprotides 
sont des pseudoglobulines, alors que les antieorps Lapin anti- 
protides sont des euglobulines. Nos expériences ont porté sur le 
sérum de Lapin antiovalbumine. Nous en avons séparé les euglo- 
bulines par le sulfate d’ammonium au 1/3 de saturation. Nous 
avons également essayé de les séparer par dialyse, mais une 
dialyse prolongée contre l'eau distillée, méme chargée de CO,, 
n'a réussi & précipiter qu'une infime quantilé des anticorps dont 
la majeure partie reste en solution. Nous avons eu le méme échec 
en utilisant l’électrodialyse. Nos résultats se rapportent donc 
uniquement aux eu- et pseudoglobulines définies d’aprés leurs 
earactéres de solubilité en présence de SO,(NH,)2. 

Nous avons utilisé deux techniques différentes de délipidation : 
la méthode de Hardy et. Gardiner (que nous désignerons par 
H. G.), par alcool et léther a basse température (<-5°), et Ja 
méthode de Machebeuf et Tayeau (M. T.), par loléate de 
sodium qui chasse les lipides dans |’éther neutre, puis qu'on 
élimine ensuite par ]’éther en milieu acide. On sait que ces deux 
techniques de délipidation ne dénaturent pas les protéines ; 
mais, avant toute chose, il nous fallait, comme expérience de 
contréle, étudier l’action des traitements H. G. et M. T. sur un 
anticorps du type pseudoglobuline 4 zone étroite : un sérum de 
Cheval antidiphtérique par exemple. 

Nous en avons séparé les globulines par le sulfate d’ammomum 
a demi saturation et nous les avons divisées en quatre parties 
égales. L’une (A) a été délipidée selon H. G. ; la seconde (B) 
a été délipidée selon M. T.: la troisiéme (C) servant de contréle 
a la seconde a subi un traitement analogue A B sauf l’addition 
d’oléate de sodium ; la derniére (D) a servi de témoin & toutes 
ces expériences. Les quatre solutions obtenues A B C D ont été 
ramenées a la méme dilution que dans le sérum initial. Nous 
avons établi notre gamme de floculation en versant une quantité 
constante d’antigéne dans des quantités croissantes d’anticorps : 
nous avons amené a 1c. c. par de l'eau physiologique les volumes 
suivants des solutions AB G'D*6@,1 coc. 0:2 ce... OO eee 
nous y avons ajouté 1 c.c. d'une solution de toxine diphtérique 
a 50 unités. L’ensemble des tubes fut porté au bain-marie 42°, 


et nous avons noté le temps au bout duquel apparurent les flocons 
[tableau I] (1). 


ac) Le signe O représente ]’absence de floculation, méme au bout de 
vingt-quatre heures. 
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TABLEAU I. 
Ss SS 

SERUMS A B CG D 
Usk a ee 0 0 0 0 
Oa < 0 0 0 0 
0,3. 0 0 0) Y 32 minutes. 
0,4... 0 0 Yo De 20 Y 9 minutes. 
0,5 . 1) yY 2h. 22 y 17 minutes.| Y 9 minutes. 
O56. ce 0 yih. 52 yY 9minutes.| Y 43 minutes. 
0,7 3 0 y 2h. 12 ¥ 9minutes.| Y 20 minutes. 
0,8 = 0 y 2h. 47 y 13 minuutes.| y 42 minutes. 
OG. 9' = é é 0 0 y 16 minutes.| y 3 heures. 
TCREAWAES! ; > 0 0 y 22 minutes. 0 


Y. fluculation. 


De ces résulials, nous retenons que : 

1° le traitement H. G., ainsi que l’avait vu Hartley, empéche 
tolalement la floculation de l’anticorps Cheval antidiphtérique. 

2° le traitement M. T. moins énergique, permet encore la flo- 
culation, mais dans une zone tres étroite. 

3° ce traitement a fait baisser légerement le titre en anticorps 
en effet, d’aprés la technique de titration de Ramon, le tube dans 
lequel la floculation est Ja plus rapide correspond a |’équiva- 
lence exacte entre les quantités d’anticorps et @antigénes en pré- 
sence. Dans les tubes C l’équivalent de 50 unilés est contenu dans 
0,6 4 0,7 c. c., alors que le témoin D contenait les 50 unités 
mans O42 0.5 ¢..c. 

4° la délipidation par loléate, en elle-méme, ne modifie pas le 
litre en anticorps puisque B et C présentent le méme ttre. 

Pour préparer le sérum de Lapin antiovalbumine qui content 
Vanticorps euglobulinique, nous avons injecté 4a 3 Lapins, par 
vole intraveineuse, de lovalbumine d’cuf de Poule, recristallisée 
3 fois, dialysée, et précipitée par de Valun, a la dose de 
9 injections de 5 a 10 mg. en dix-neuf jours ; puis Je vingt-qua- 
iriéme jour, nous avons recueilli le sérum de ces animaux. II 
contenait alors une quantilé suffisante d’anticorps.. Nous en 
avons précipité les euglobulines par le sulfate d’ammonium au 
1/3 de saturation, et nous Jes avons délipidées selon Jes deux 
techniques H. G. ct M. T. Les elobulines délipidées sont ensuite 
ramenées dans l’cau physiologique a la méme dilution que dans 
le sérum initial. 
. La quantité de sérum était es limilée ; nous avons done dt 
opérer dans des petits tubes a essai permettant de faire la réac- 
tion sur 0,2 c. ec. Nous avons établi une-gamme d’antigene allant 
de 0.25 y a 69.000 y par centimétre cube d’ovalbumine. Les 
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réactions ont été faites sur 0,2 ¢. ¢. de solution d’anticorps 
+ 0,2 ¢c. ¢. de solution d’ovalbumine. Les tubes furent mis a 


/ 


Vétuve a 42° environ (tableau II). 


Tapieau II. 


C.C. D'ANTICORPS 


DELIPIDATION | DELIPIDATION 
+ TEMOIN Hardy Bincnelies 
© al ’ a i} = e 
OV CeGs fe | Bey oe Tayeau 
60.000 y/c.¢. 3 Ge ae eee Sse 0 0 0 
30.000 ene soe eae Pe 0 0 0 
3.000 y/c.c. Soot RG 6 ) trouble. 
1.500 y/c.c. ; -lY 0 Y une nuit. 
300 y/c.c. -|¥ 20 minutes.) y 80 minutes.; y une nuit. 
150 y/c.c. .|y 45 minutes.| y 70 minutes.| y une nuit. 
SO Cate ly 0 trouble. 
45 y/c.c. Ly 0 0 
5) Vi Cay A ee ee 0 0 0 
1D 1/ Cac. Se ree 0 0 0 


Ces résultats nous montrent que, conformément a notre hypo- 
thése, ]Ja zone se rétrécit apres Ja délipidation et d’autant plus 
que la délipidation a été plus poussée (la technique H. G. étant 
plus énergique que la technique M. T.). 

Pour montrer que parallélement au rétrécissement de Ja zone 
nous avons obtenu une pseudoglobuline, nous avons fait une 
nouvelle expérience (sur un autre échantillon de sérum), en déli- 
pidant les euglobulines, précipitées a 33 p. 100 de saturation en 
sulfate d’ammonium, selon Ja technique M. T. Les euglobulines 
ont été divisées en deux parts, l'une servant de témoin, l’autre 
étant délipidée. Puis, nous avons ajouté a chacune une solution 
saturée de sulfate d’ammonium jusqu’au 1/3 de saturation afin 
de précipiter 4 nouveau les euglobulines. Dans le tube témoin, 
on retrouve précipitée la majeure partie des globulines (E), 
tandis que dans la portion délipidée il ne préc ipite qu’une trés 
petite quantité d’euglobulines (E’). Aprés avoir recueilli ces préci- 
pilés par centrifugation, on poursuit Ja précipitaiion par addition 
de sulfate d’ammonium jusqu’a 1/2 saturation: il ne_ préci- 
pile presque plus rien dans le témoin, alors que la fraction déli- 
pidée précipite en presque tolalité, se comportant ainsi comme 
des pseudoglobulines (P’). La délipidation a bien transformé Jes 
euglobulines en pseudoglobulines. Les floculations faites avec les 


solutions de ces globulines E, FE’ et P’ sont résumées dans Te 
tableau IIT (2). 


(2) La fraction E’ n’a été ramenée, dans l’eau physiologique, qu’a 
la moitié du volume initial de sérum. Elle correspond donc a-un 
sérum deux fois plus concentré que les autres. 
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TasBieau Lil 


P' a 
Euglobulines 
délipidées. 
conc. X 2 


0,2 cc. +0,2 c.c. me 
Poe pagal a G Euglobulines Pseudoglobulines 
témoins délipidées 


50.000 y/c. 

25.000 y/c. 

5.000 y/c. 
2.500 y/c. 
500 y/c. 

40 minutes. 

40 minutes. | y 20 minutes. 

45 minutes. y 20 minutes. 

0 0 


Beans aa eu 
<< 
ID 
co 


Be 
colt bcecooeeco 


0 0 
0 0 
0 0 


On voit que 

1° Vactivité anticorps se retrouve dans la fraction pseudoglo- 
bulinique (avec une légére diminution, cependant, due a ce qu’on 
ne récupere pas tout apres ces fraclionnements). 

2° la zone est trés étroite aprés délipidation dans la fraction 
pseudoglobulinique (on peut négliger Ja fraction euglobulinique 
ear son titre est si faible qu’on ne peut comparer sa zone avec 
celle des cuglobulines initiales). 

8° il vy a done bien parallélisme entre la diminution de l’éten- 
due de la zone de floculation et la transformation des euglobu- 
lines en pseudoglobulines. 

Nos résultats confirment done les observations de Pappenhei- 
mer et notre propre hypothese : lorsqu’un anticorps accompagne 
les pseudoglobulines, Ja zone de précipitation est trés étroite 
(elle est du type dit « floculation »), et lorsqu’un anticorps accom- 
pagne les euglobulines, Ja zone de précipitation est trés élendue. 
Par délipidation des euglobulines antiovalbumines du Lapin, qui 
précipitent dans une zone étendue, nous avons obtenu des pseudo- 
globulines antiovalbumines qui ne floculent plus que dans une 
zone étroite. Ces faits mettent done en évidence, d'une part les 
rapports qui existent entre Jes caractéres de solubilité des pro- 
téines anlicorps et leur précipitalion avec l’antigéne spécifique, 
et d’autre part le role important que jouent les lipides dans ces 
phénomeénes. 
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INFLUENCE DE LA COMPOSITION DU MILIEU 
SUR LA BACTERIOPHAGIE 


par R. WAHL (*). 


(nstitut Pasleur, Service du Bactériophage.) 


J. — RoLe DU CALCIUM. 


Quand, dans les conditions appropriées, un bactériophage est 
mis en présence d’un des germes sensibles correspondants, les 
deux éléments subissent des modifications : le bactériophage se 
fixe sur le microbe et se multiplie, le microbe se lyse ou présente 
des « mutations ». La bactériophagie est done un_ processus 
complexe, dont la lyse n’est qu'un des éléments. Celle-ci peut, 
dailleurs, étre inapparente ct méme, comme nous le verrons, 
faire défaut. 

On admet habituellement, a la suite de d’ Hérelle, que la bacté- 
riophagie peut se dérouler dans tout milieu de culture ott le déve- 
loppement du germe sensible est normal. On fait cependant excep- 
tion pour Je réle de certains cations, et tout particuliérement pour 
le calcium. 

Les bactériophages se diviseraient en trois groupes, au point 
de vue de |’action du calcium. 

1° Certains n’agiraient qu’en présence de calcium. In effet, is 
ne lysent pas en bouillon citraté [Stassano et de Beaufort] (1) ni 
en bouillon oxalaté [Bordet] (2). 

2° D’autres seraient indifférents au calcium. 

3° Enfin quelques-uns seraient, au contraire, inhibés par cet élé- 
ment [Sertic] (3). 

Nous avons montré (4) ailleurs qu’on peut entrainer a |yser en 
milieu synthétique dépourvu de calcium, un bactériophage qui, 
initialement, ne pouvait se passer de cet élément. 

Certaines objections peuvent étre faites aux travaux précédents, 
d’une part parece quis utilisent Ja lyse comme seul critérium de 


(*) Société francaise de Microbiologie, séance du 7 décembre 1944 
(EG Ree SoemBiols9 1925; 93.) 1380; 

(2) Ibid., 1926, 94, 403. 

(3) C. R. Soc. Biol., 1937, 98, 124. 

(4) Ibid., 1938, 128, 382. 
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la bactériophagie, d’aulre part parce quils n’apportent pas de 
notions quantitalives. 

Pour ces raisons, nous avons repris cetle étude du calcium, 
en utilisant le milieu synthétique décrit par Lwoff, modifié comme 
sul 


Sulfate d’ammonium ........ 0,75 g. 
Chlorure de potassium 0: «su his ok ks Se ORR ee 
Sulfatede macnésiam a) Sa) c= ee ace) Ce ore. 
Phosphate monopotassique ......-++++++-+:+s 43,6 g. 
ATIC ULING See iae eyes es ceear 0,01 g. 


Alcaliniser 4 pH 7,6 avec de la soude. 

Distribuer en tubes, 4 raison de 10 c. c. par tube. 

Ajouter, apres stérilisation, II gouttes par tube d'une solution 
de glucose 4 30 p. 100. 

A ce milieu qui ne contient pas de calcium, on pourra ajouter 
des quantités variables d’une solution de chlorure de calcium a 
0,2 p. 100. Quatre souches microbiennes du groupe Coli-dysen- 
térique (Coli 36, Coli Bordet, Flexner Y 6 R et Shiga 4) et 4 bacté- 
riophages du groupe correspondant (C. 36, C. Bordet, ©,, et 
S,s) ont élé choisis pour ce travail. 

Nous avons pu préciser les points suivants : 

1° Le besoin de calcium est un caractére propre a certains bac- 
tériophages : 

Sur gélose préparée avec du bouillon peptoné, activité des 
baclériophages se présente comme suit (le signe + indique la pré- 
sence de plages ; le signe O leur absence) : 


ee 


SOUCHES MICROBIENNES 
Coli 36 Coli Bordet Y6R Shiga 
Cabin. 
Bacverio=.\) Ciba eee 0 Pa Es “ 
Poagesm eC AG see 0 oe =F | 0 
Sos + +- 0 


Comme nous le verrons plus Join, un milieu synthétique gélosé 
he convient pas pour établir le rdle du calcium, et nous avons 
preparé un milieu solide en gélosant un milieu a Vautolysat de 
levure (5) dont la tencur en calcium est trés faible. En y ajoutant 


a (5) pe milieu contient par litre 5 g. d’autolysat de levure, 13,6 g. 
my pacephate monopotassique. On alcalinise 4 pH 7,6 avec de la lessive 
2 Ss ee 


t on ajoute If gouttes d’une soluti | 5 
: S s on de gluc 2 
par 10 ¢. ¢. de milieu, ~~ greases Uap e100 
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du calcium, on obtient le méme nombre de. plages qu’avec le 
bouillon peptoné. Au contraire sans addition de calcium on a les 
résultats suivants 


SOUCHES MICROBIENNES 


Loli 36 | Coli Bordet YCR _ Shiga 4 
C. 36. : 0 0 0 0 
Bactério- ) C. B. 0 + + 0 
phages Coie 0 + + 0 
S. 13 0 0 v0 0 


Dans des milieux liquides, de méme composition, les résultats 
sont identiques, mais la lyse est souvent moins facile A observer. 

Ceci démontre bien que le besoin de calcium est un caractére 
propre a certains bactériophages et qu’il est indépendant du germe 
sensible utilisé. 

En effet, deux des bactériophages (C. 36 et S. 13) n’agissent pas 
dans le milieu sans calcium, et cela quel que soit le germe. Les 
deux autres lysent les mémes germes en milieu sy nthétique quen 
bouillon. Réciproquement, un microbe que lysent en bouillon les 
quatre bactériophages n’est lysé que par dcux d’entre eux, en 
l'absence de calcium. 

2° Les bactériophages ne sont pas détruits par le miliew synthé- 
tique sans calcium. 

En l’absence du microbe, ils s’y conservent comme en bouillon, 
a diverses températures entre 0° et 37°. 

3° La fixation sur le germe sensible se fait, dans ce milieu, aussi 
bien pour tous les bactériophages. 

Ainsi avec le bactériophage C. 36, qui ne lyse pas dans Je milieu 
sans calcium, on obtient le méme taux de fixation qu’en bouillon 
(95 4 99 p. 100 pour le microbe vivant a 37°, et 80 p. 100 pour le 
microbe tué par chauffage). 

Par conséquent le calcium n’est pas nécessaire a la fixation du 
bactériophage. 

4° Les autres temps de la bactériophagie ne se font pas. 

I] n’y a pas de multiplication du bactériophage, quel que soit le 
temps (de dix-huit heures 4 quatre jours) pendant lequel on laisse 
Ja culture 4 |’étuve, et bien que Ja croissance du germe se fasse 
parfaitement bien dans Je milieu. 

Le germe ne subit aucune modification dans ses caractéres d’es- 
péce ou dans ses variétés (variété R ou S par exemple), il ne 
devient pas résistant au bactériophage. Celui-ci n’est pas inactive. 
Fixé sur Jes germes, il reste simplement inerte, incapable de se 
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multiplier dans le milieu sans calcium. Mais il suffit d’étaler sur 
de la gélose préparée avec du bouillon peptoné une culture de 
dix-huit heures qui s’est développée ainsi en présence du bactério- 
phage resté inerte pour voir des plages apparaitre ; et si on ense- 
mence du bouillon avec I goutte de cette culture, on voit le germe 
se développer, puis se lyser. 

5° Le calcium, nécessaire a la multiplication de certains bacté- 
riophages, n'agit qua des concentrations déterminées. 

Nous en donnerons deux exemples : le bactériophage oli 36 
et le S. 18. 

Cas du bactériophage coli 36. — On ajoute a une série de tubes 
de milieu synthétique sans calcium des quantités croissantes d'une 
solution de chlorure de calcium 4 0,2 p. 100 (de 0,01 c. ¢. a 1 e. ©.). 
On y introduit du bactériophage C. 36 (concentration du bactério- 
phage au départ dans le milieu : 2x 10%), on ensemence avec le 
coli 36, de facon a avoir au départ 10° germes environ par centi- 
métre cube. 

Aprés dix-huit heures d’éltuve, on titre Je bactériophage dans 
chaque tube, et on obtient les résullats suivants : 


CONCENTRATION TITRE FINAL 
de CaCl? du Bphage 
par litre par centimétre cnbe 
0g. 3,60 <X 102 
0,002 g. . oe RCia0S 
0,004 g. De ns 
0,006 g. 2 AGE 
0,008 g. 2 Kage 
0,040 g. Ei Ge KJ 
0,012 g.. 2 OG? 
OV016" 2 a. aT AOS 
UM pat ere Gee ode oe, Um mE ae {3 10" 
ORO EES sare eee eee 
0,06 g. 5 a5 Kx 410% 
O08) “Gate ee eons 6.9 >< 4104 
0,10 g. A 1S OX ws 
0,12 g- 4 x 408 
Odie Specs 1,4 % £08 
0,16 g. 1,3 X 408 
ae g. lesa [Gal OY 
ieee eee 4,5 X 408 
lémoio en bouillon OG LUs 


Le titre final du bactériophage dépend done de la quantité de 
calcium présente dans Je milieu. Des doses tres faibles de CaC? 
(0,004 g. par litre) suffisent a permettre une certaine multiplica- 
tion du bactériophage. Mais celle-ci augmente extrémement vite 
quand on augmente Ja quantité de calcium. Il existe une dose 
optima (aux environs de 0,08 g.) pour Jaquelle Ja multiplication 
est maxima, et au dela de laquelle elle décroit. ie. 
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Mais on n’observe en général pas de lyse, bien que le titre final 
soit élevé, de méme ordre que celui atteint en bouillon, alors que 
le témoin en bouillon est constamment lysé, de facon totale et 
persistante. 

Sur gélose préparée avec le milicu synthétique (1,5 p. 100 de 
gcélose) quelle que soit la quantité de calcium, il ne se produit pas 
de plages, la couche microbienne est continue. 

Cas du S. 13. — Notre milieu synthétique ne convient pas Aa cette 
étude : quelle que soit la quantité de calcium qu’il contient on 
nenregistre aucune multiplication de S.13 dans ce milieu. Le 
calcium est cependant nécessaire a cette multiplication, comme le 
montrent les expériences avec Je milieu a l’autolysat de levure : 
ear en bouillon ou en milieu autolysat de levure oxalaté, le S. 18 
ne se multiple pas. 

St on ajoute au milieu autolysat qui contient déja une certaine 
quantité de calcium, des quantités croissantes de la solution de 
CaCl,, on voit la multiplication du bactériophage augmenter jus- 
qua un maximum, puis diminuer légérement, mais cette diminu- 
tion est beaucoup moins nette qu’avee le bactériophage coli 36. 


QUANTITE 


de Ca Cl? UR 
ajoutée 

par 10 c.e. Bphage 

0,2 c.c.. 7,8 xX 10° 

eZ cites fe ai? 

0,3 c.c.. 2.5K 108 

0,4 c.c.. Aes adie 

0,5 c.c.. 1,6 < 10° 

0,6 "oy, Ce 2 «x 40° 

God C205 » 

(Ps iaw Bay oe 2 oad 08 
ConcLusion. — Le rédle du calcium dans |’action de certains bac- 


tériophages peut étre précisé de la facon suivante : i] n’intervient 
directement ni dans la fixation ni dans la lyse, mais seulement 
dans la multiplication du bactériophage. En l’absence de calcium, 
le bactériophage du coli 36 se fixe sur le germe sensible, mais ne 
se multiplie pas; le calcium permet cette multiplication, mais ne 
suffit pas pour la production de Ja lyse. D’autres éléments sont 
nécessaires. Le calcium n’intlervient done pas dans le processus 
méme de Ja lyse, contrairement a la théorie de Bordet qui voyait 
dans cette action un point de rapprochement avec certaines dias- 
tases qui ne peuvent agir sans calcium. 

Par ailleurs le calcium n’agit que dans une certaine zone de 
concentration et dans cette zone en fonction de sa concentration, 
ce qui pourrait expliquer les contradictions de quelques expé- 
riences ; par exemple si Sertic a cru observer que Je calcium 
inhibe Taction de certains bactériophages, c’est peut-étre qu’il a 
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opéré en dehors de la zone des concentrations de calcium actives 
pour ces bactériophages. ae Ea é 

Enfin le calcium n’est pas nécessaire a tous Jes bactérioghages. 
De trois bactériophages agissant sur les mémes germes, - deux 
(C. 36 et S. 13) ont besoin de calciam, un (Cy) y est indifférent. 


Il. — Roe bE L’ ANEURINE. 


A. L’ANEURINE ET LA LYSE PAR LE BACTERIOPHAGE COLI 36) EN 
MILIEU LiguIpE. — Ayant établi que Je calcium était nécessaire ala 
multiplication du bactériophage coli 36, i] fallait expliquer pour- 
quoi la lyse n’accompagnait pas cette aultiphieation dans les 
conditions de nos expériences. S’agissait-il d’un empéchement du 
i la composition du milieu synthétique ou de Vabsence dans ce 
milieu de substances nécessaires a la lyse? A ces questions, nous 
pouvons répondre de Ja fagon suivante : ; 

1° Il n’y a pas d’empéchement di a la composition synthétique. 
On avait pu penser que les quantités trés élevées de phosphates, de 
polassium, de sodium pouvaient étre en cause (d’aprés Sertic. cer- 
tains ions empéchent la lyse de certains bactériophages). Mais on 
ne change pas les résultats en modifiant la concentration de ces 
ions (nous avons ulilisé comparativement 2,50 g., 5 g., 8 g. par 
litre de phosphate monopotassique neutralisé par la soude). On 
pourrait objecter que dans Jes milieux peu tamponnés lacidifica- 
tion, due a la croissance de, B. coli empéche la multiplication 
du baectériophage. Mais la preuve que ces ions n’empéchent pas 
la bactériophagie peut élre donnée par un autre procédé: on 
obtient trés facilement Ja lyse dans un milieu constitué par de 
lautolysat de levure (5 g. par litre) et contenant Ja méme quan- 
tité de phosphates de potassium, de sodium et de glucose gue le 
milieu synthétique initial, & condition de J’additionner de Ja quan- 
tité voulue de calcium. 

I] existe done dans l’autolysat de levure, comme dans eau 
peptonée une substance nécessaire a la lyse. 

1 était logique de la rechercher parmi les vitamines dont |’ auto- 
lysat de levure est trés riche. 

Et, en effet, en présence d’une certaine quantité d’aneurine la 
lyse se fait dans le milieu synthétique, additionné de calcium. 

Voici les résultats obtenus par l’addition d’anecurine, au milieu 
synthétique décrit dans Ja note précédente : 

1° En milieu synthétique liquide contenant la quantité optima 
de calcium, on obtient la lyse en ajoutant de V’aneurine. Celle-ci 
nagit qu’a partir d’une certaine concentration (0,006 g¢. par litre 
environ) et il faut 0,01 g. par litre pour déterminer la lyse totale 
et persistante. Un exces d’ancurine ne change rien, la lyse est 
encore compléle, le titre final du bactériophage (si les autres 
conditions sont les mémes) ne change pas. 7 ; 
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Tout autre est donc l’action du calcium, qui non seulement ne 
s exerce pas sur le méme temps de la bactériophagie, mais encore 
comporte un optimum de concentration. 


Expérience : Titre initial du Bphage = 3 X 10°. 


ANEURINE AVEC oe 
en grammes 0,06 g. de Cac Bee 
par litre par litre oe 
OP COOSA Sr eet eee. VRE ads ha Wea at thes. 5 0 0 
SUSU ISTE a deo le Pe ae hn a aah an Se Norlin 0 0 
UAUURE ISS 6 Rania Ie oe One Hated OSE enEe Sees me ears 0 0 
OA DES S8 oe <A SAIS TAS, PTI a ak 0 0 
siSUL GS SA EE aN se eae ees ea re ee 8 + 0 
COIN aes Pe Uy eee oe ee nee ae 0 
CONOR: PRE Re tl ide ot os hu en +++ 0 
fee AEST ei MD arse aed cae IR a Sper ea large al ere See 0 
USO 20ers te. Bhar eae eee Ge ESS Sues BEL ona +a 0 
Le signe 0 indique l'absence de lyse; les signes + divers degrés de lyse. 


2° Dans un milieu contenant 0,010 g. d’aneurine par litre, quand 
on fait varier la quantité de calcium, la lyse ne se produit que si la 
concentration en calcium est au voisinage d'une cerlaine valeur. 
La lyse est compléte si cette concentration est optima. Et le titre 
varie suivant !a concentration du calcium, de Ja méme facon qu’il 
le fait en l’absence d’aneurine. 

3° En Vabsence de calcium, quelle que soit Ja quantité d’aneu- 
rine, il n’y a ni lyse ni multiplication du bactériophage. 

4° En bouillon ou en milieu a l’autolysat, ott Ja lyse se fait nor- 
malement, l’addition d’aneurine n’améne aucune augmentation de 
Ja multiplication. 


B. Cas pes BAcTERIopHAGES C. 16 et S. 13. — II est intéressant 
de constater que chacun des bactériophages étudiés se comporte 
différemment. 

Le bactériophage C. 16 se multiplie et lyse le microbe sensible 
dans le milieu synthétique sans qu’il soit besoin d’apporter ni 
calcium ni aneurine. 

Le bactériophage S. 13 se multiplie seulement en présence de 
calcium dans le milieu A ]’autolysat de levure, mais i] est impos- 
sible d’obtenir la lyse en milieu synthétique, méme en ajoutant 
de l’aneurine. 


C. Essai D'UTILISATION DE L’ANEURINE EN MILIEU SOLIDE. — Son 
action est loin d’avoir la méme netteté qu’en milieu liquide : on 
coule dans des boites de Petri le milieu synthétique, contenant Ja 
quantité optima de calcium et 1,5 p. 100 de gélose. En étalant a Ja 
surface de la gélose le bactériophage coli 36 avec Je microbe cor- 
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respondant, on n’observe pas de lyse, alors qu'un témoin préparé 
de facon identique avec du bouillon gélosé montre de nombreuses 
plages. 

Si on ajoute préalablement au milieu synthétique gélosé de 
l'aneurine, quelle que soit la dose, on n’obtient des plages que 
de facon inconstante et toujours en nombre bien moindre que sur 
le témoin (dix fois moins, en moyenne). 

L’étude des conditions de formation des plages pour ce bacté- 
riophage n’est done pas encore achevée. 


Conctusions. — 1° L’aneurine permet la lyse en milieu liquide 
pour le bactériophage coli 36. Elle n’agit qu’en présence de 
concentrations déterminées de calcium. Elle n’influe pas sur la 
multiplication du bactériophage. Au  contraire, le bactério- 
phage S. 18, sur les mémes microbes, et seulement aussi en pré- 
sence de calcium, a besoin d’un ou de plusieurs autres éléments 
que l’aneurine, éléments encore inconnus. 

2° Dans le cas du bactériophage coli 36, la multiplication du 
bactériophage parait possible sans la lyse de la bactérie, contrai- 
rement aux affirmations de d’Hérelle. Pour cet auteur, le bacté- 
riophage se multiplie a l’intérieur de Ja bactérie et c'est la lyse 
qui libére les corpuscules de deuxiéme génération et Jes fait appa- 
raitre dans le milieu. 

Les faits que nous avons constatés cadrent mieux avec une ori- 
gine endogéne du bactériophage qu’avec sa nature exogéne et 
parasitaire. En effet, Ja multiplication du bactériophage et la lyse 
du microbe paraissent deux phénoménes d’ordre différent, qu’on 
peut dissocier en modifiant les conditions du milieu. 


FREQUENCE DE LA LYSOGENEITE 
ET MOINDRE FREQUENCE APPARENTE 
DE LA LYSOSENSIBILITE 
PARMI LES BACILLES PARATYPHIQUES B 


par P. NICOLLE, J. GRABAR et P. GIBERT (’). 


(Institut Pasteur, Service du Bactériophage.) 


Au cours d’expériences entreprises dans un but tout différent, 
nous avons eu l’occasion de constater qu’une souche du bacille 
paratyphique B de la collection du Service des Vaccins de |’Ins- 
litut Pasteur (1), la souche 1, était lysogéne et que son bactério- 
phage, facilement isolé de ses cultures, était actif sur une autre 
souche du méme groupe, la souche 12. Utilisant alors cette der- 
mere comme bactérie détectrice, nous avons cherché la fréquence 
de la lysogénéité et celle de Ja lysosensibilité parmi un certain 
nombre de souches de la méme collection. 

Lorsqu’on examine des souches bactériennes du point de vue 
de Ja bactériophagie, trois éventualités peuvent se présenter > cer- 
taines d’entre elles se révéleront lysogénes, c’est-a-dire qu’on par- 
viendra 4 mettre chez elles en évidence un bactériophage, 4 Visoler, 
a lentretenir par passages sur une bactérie sensible, a fixer ses 
caractéres permettant ainsi de |J’identifier avec l?un des bactério- 
phages déja connus ou bien a Jui donner parmi ceux-ci une place 
nouvelle. 

Certaines souches, qui ne seront pas toutes forcément différentes 
des premiéres, se montreront lysosensibles, c’est-a-dire qu'on 
observera leur lyse sous l’influence d’un bactériophage. 

Enfin, certaines souches, ni lysogénes, ni sensibles, pourraient 
étre appelées lyso-indifférentes. 


L’existence des souches lysogenes a toujours, depuis la_pre- 
miére observation de Lisbonne et Carrére (2) signalée sous Je nom 
d’antagonisme bactérien et leur description par Gildemcister et 


(*) Société frangaise de Microbiologie, séance du 1% mars 1945. 

(1) Nous remercions vivement M. Bonxeror d’avoir mis ses souches 
a notre disposition et d’avoir facilité notre travail. 

(2) LisBonNE et CARRERE. C. R. Soc. Biol., 1922, 86, 569. 
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Herzberg (3). beaucoup intrigué les chercheurs et nombreux sont 
ceux qui ont pensé trouver dans l'étude de ces souches des éclair- 
cissements sur les problémes touchant Ja nature méme du bacteé- 
riophage, son origine, les raisons de sa persistance et de sa dis- 
sémination dans Je milieu extérieur. 

C'est également la fréquence de la lysogénéité, beaucoup plus 
grande qu’on ne Je pensait au début des travaux sur le bactério- 
phage, qui est Ia cause principale de tant d’interprétations 
erronées sur la prétendue production artificielle du baetériophage 
dans les cultures bactériennes. 

Les recherches systématiques sur la fréquence des cas de lyso- 
etnéité. dans le groupe coli-typhique-paratyphique-dysentérique 
sont assez fragmentaires. On peut citer celles de Kline (4), qui a 
trouvé 2 souches Ivsogénes sur 21 examinées (B. dysentériques et 
B. coli). Burnet (5), dans une large étude de la Iysogénéité chez 
les Salmonelles, en utilisant des souches détectrices particuliére- 
ment sensibles, un B. sanguinarium pour les espéces Enteritidis, 
Aertrycke (B. typhi-murium), paratyphiques A et B, et un baeille 
de Glasser pour les B. suipestifer et les bacilles de Hirschfeld 
(paratvphique C), a trouvé 93 souches lvsogénes sur 131 et, spé- 
cialement dans Je groupe paratyphique B, 7 souches lysogénes sur 
12 (66 p. 100). Hoder et Akano (6), étudiant surtout les bacilles 
dysentériques ont trouvé 20 p. 100 de souches lysogénes. Enfin, 
signalons que Gildemeister (7), plus récemment, a fait une mise 
au point compléte de la question. 


Trcuniove. — Pour chercher Ja lysogénéité d'une bactérie, on 
procéde généralement a la filtration ou au chauffage d’une culture 
agée en bouillon. Le filtrat ou Je milieu chauffé est mis en contact 
avec une bhactérie présumée sensible. Aprés quelques heures 
d’étuve, on filtre A nouveau. Le bactériophage, s'il existait dans le 
liquide initial, s'est multiplié suffisamment pour pouvoir étre 
décelé soit par son action lytique en milieu liquide, soit par Ja 
formation de plages sur milieu solide. Aprés de nombreuses 
expériences comparatives, i] nous a paru inutile d’opérer dans 
chaque cas un ou plusieurs enrichissements enecadrés de deux 
fillrations et suivis d’un titrage. Tout au moins, pour Jes souches. 
lysogénes du groupe paratyphique B, J’essai immédiat de la lyso- 
généité d’une souche sur une autre souche considérée comme sen- 
sible, s'est montré positif d’emblée dans tous les cas ot la méthode 


(3) E. GitpeMeister et K. Herzpene. Zentralbl. f. Bakt., 1, 1924, 93, 
402. 

(4) hue. Am. J. Path., 1927, 3, 561. 

(5) F. M. Burner. J. Path. a. Bact., 1932, 35, 85. 

(6) F. Hover et R. Akano. Zeitschr. f. Immun., 1935, 85, 423. 

(1) 1. Girpemeister. Zeniralbl. f. Bakt., 1, 1941, 447, 417. 
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classique avait permis de reconnaitre existence d’un_ bactério- 
phage. Pratiquement on pourrait utiliser d’abord Ja technique fort 
simple que nous ‘indiquons ici, en se réservant d’opérer les 
recherches classiques en présence des résultats douteux ou 
négatifs. 

D’une culture de vingt-quatre heures de la souche supposée 
lysogéne sur gélose inclinée, on préléve une forte anse de platine. 
‘On Ja délaye dans un tube de bouillon. On obtient ainsi une 
suspension bactérienne assez dense (environ 500 millions de germes 
au centimétre cube). Cette suspension est soumise a une série de 
4 dilutions de 10 en 10 fois plus étendues : 10—1, 10-7, 10—* et 
10—*. Une boite de gélose 4 1 p. 100 est ensemencée uniformément 
sur toute Ja surface en étalant II ou IIL gouttes d’une suspension 
légére (200 millions) d'une bactérie supposée sensible, au moyen 
d’un étaleur de verre. Lorsque le liquide a été entiérement absorbé 
par la gélose, on divise au crayon gras le dos de la boite en 
4 secteurs. Dans chacun d’eux, on dépose I goutte de chacune des 
dilutions de Ja bactérie lysogéne. La goutte s’étale d’elle-méme 
et finit par occuper une surface de 1 a 2 cm. de diamétre. Aprés 
une heure environ, la goutte a été entiérement absorbée par Ja 
eélose ; on place alors la~ boite retournée a l’étuve. Huit a 
dix heures aprés, Ja culture de la bactérie sensible forme un 
gazon continu sur leque] on distingue’ parfaitement les limites 
circulaires des gouttes déposées. Généralement, pour une souche 
moyennement lysogéne, voici ce que l’on observe : la goutte de 
la dilution 4 10—* ne donne ni Jyse totale, ni plages, mais seule- 
ment une culture uniforme de la souche lysogéne, souvent trés 
nettement distincte de Ja culture de la souche sensible (différences 
d’opacité et de translucidité, de reflets: verdatres ou grisdtres par 
éclairage oblique, etc.). La dilution & 10—* donne souvent une 
lyse totale ou des plages confluentes; Ja dilution & 10—%, des 
plages isolées encore nombreuses, enfin Ja dilution a -10~—4, 
quelques plages isolées. 

La souche étant reconnue lysogene, i] sera’ tres facile d’en 
isoler le bactériophage. On filtre la suspension-mére de l’expé- 
rience précédente, on J’enrichit en bactériophage en additionnant 
le filtrat d’une petite quantité de la bactérie sensible et’ en le 
portant 4 l’étuve pour quelques heures. On filtre Ja nouvelle 
culture, on fait 4 nouveau un ou plusieurs enrichissements au 
cours desquels on constate généralement Vapparition de la lyse. 
On effectue alors le titrage du dernier filtrat obtenu- par les pro- 
eédés classiques. La possibilité de la présence simultanée de deux 
ou plusieurs bactériophages dans une méme souche contraindra 
d’opérer des isolements et des purifications qui consistent en un 
prélévement au fil de platine de la matiére en voie de lyse au 
centre d’une plage bien isolée ; puis on opére quelques passages 
sur la bactérie sensible avec le bactériophage ainsi recueilli. Plu- 
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sieurs isolements successifs 4 partir d’une plage isolée donneront 
la certitude qu’on a en main un bactériophage de lignée pure. 

Pour rechercher la lysosensibilité d'une souche, on opérera 
exactement comme pour la recherche de la lysogéneité, en rem- 
plagant seulement Jes dilutions de la suspension bactérienne lyso- 
gene par des dilutions plus ¢étendues (de16s-? a, 10> 9a an 
filtrat bactériophagique. 


Résutrats. — Nous avons examiné, par la méthode ci-dessus 
décrite, 31 souches de bacille paratyphique B (tableau 1). Parmi 
celles-ci, 29 (71 p. 100) se sont montrées lysogénes vis-a-vis de 
lune d’entre elles, Ja souche 12. Le bactériophage isolé d’une 
souche lysogéne, la souche I, sest montré actif sur 8 de ces 
souches non lysogénes. La seule souche non lysogéne (souche 29), 
qui se soit montrée réfractaire au bactériophage de la souche I, 
était une souche trés rugueuse, entretenue depuis longtemps 
dans une collection de ]’Institut Pasteur. En dehors des & souches 
non lysogénes, le bactériophage a lysé encore 2 des 22 souches 
lysogéenes (les souches 9 et 30). Toutes les autres se sont 
montrées réfractaires. Par conséquent au total, 10 souches sur 
les 31 (32 p. 100) sont sensibles au bactériophage extrait de 
lune d’entre elles. Il est frappant que la ]ysogénéité soit sensi- 
blement beaucoup plus fréquente que la_ lysosensibilité. Nous 
verrons plus loin que la moindre fréquence de Ja lvsosensibilité 
nest qu’apparente. 


TasLeau 1. — Souches paratyphiques B. 


a Fadl har a rs Ll ha 
is|9 40/14/1243) 14/15 
| | \ 


Lysogénéité vis-a-vis de het | 
lasouche 12. . +)+ Pile] td x} tl o 

Sensibilité au bactério- bh se 
phage de la souche 4. 0| 0 d/o} 0/0 +] 0/0/+] 

Sensibilité au bactério- | ane ae in ae 


phage de la souche 9.|+| + he au ied 
| | 
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Lysogénéité vis-a-vis de 
LaisOUChe, 425 ae ae 
Sensibilité au bactério- 
phage de la souche 4 
Sensibilité au bactério- 
phage de la souche 9 


Sur 20 souches lysogénes, le bactériophage I n’a pas d'action. 
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Cela s’explique trés bien, puisque l’on sait que lorsqu’une souche 
est lvsogeéne, elle est généralement résistante 4 son propre bactério- 
phage (8). Pourquoi, dés lors, 2 des souches lysogénes se sont-lles 
montrées en méme temps sensibles ? On était en droit de penser 
que le hbactériophage qu’elles contenaient était différent du 
premier. Nous lavons isolé, et son étude nous a révélé qu'il 
élait en effet différent. Sa gamme d'action s’étend a 29 souches 
(93 p. 100), soit & toutes les souches non lysogénes, y compris la 
souche R (souche 29), insensible 4 l’action du 1* phage et a la 
plupart des souches lysogénes. La fréquence de la lysosensibilité 
est ici beaucoup plus grande que celle de- la lysogénéité. Elle 
varie done considérablement suivant le bactériophage avec lequel 
on travaille. Peu importante lorsqu’on utilise le bactériophage le 
plus fréquent, elle devient au contraire trés grande lorsqu’on 
utilise le bactériophage le plus rare. Les deux seules souches 
réfractaires étaient précisément les deux souches lysogénes qui 
s'étaient montrées sensibles au premier bactériophage. 

Nous sommes donc en présence, chez ces souches lysogénes, 
de deux types de bactériophages. Le type I, le plus fréquent, 
existe chez 20 souches sur 22. Le type 2 ne se rencontre que chez 
2 souches. Les deux types sont si différents un de l’autre que 
la présence de ]J’un dans une souche n’empéche pas celle-ci d’étre 
sensible au bactériophage de l'autre type. D’autre part, le sérum 
d’un Japin, préparé avec un bactériophage de Pun des types, est 
absolument inactif sur les bactériophages de l’autre type. O’est 
la une preuve absolue de leur identité distincte. 

Au contraire, les bactériophages d’un méme type sont si voisins 
que la présence de l’un d’eux dans une souche rend celle-ci 
réfractaire a tous les autres. De méme, un sérum antiphage 
préparé avec l’un de ces bactériophages neutralise a des dilu- 
tions élevées (1/500) les autres phages du méme type. 

Dans la lysogénéité des souches, comme du reste dans Ja lyso- 
sensibilité, il se manifeste des différences de degré trés impor- 
tantes. Ainsi, certaines souches, par exemple la souche 26, sont 
tres fortement lysogenes : la dilution & 10—* de la suspension 
bactérienne produit encore une lyse presque totale sur toute 
l’étendue de Ja goutte. Au contraire, d’autres souches, comme la 
souche 30, se montreront trés faiblement lysogénes : la dilution 
a 10—1 déterminera & peine quelques plages. D’un autre cédté, 
la souche 18 est d’une sensibilité extréme au bactériophage du 
type I. Ce sera 4 Vavenir la souche détectrice par exccllence. Les 


(8) La résistance d’une souche lysogéne 4 son propre baclériophage 
n’est pas absolue. Nous avons vu apparaitre deux ou trois fois, dans 
des conditions que nous cherchons 4 déterminer, des « cuvettes » et 
meme des vraies plages dans le gazon bactérien d’une souche lysogéne 


non traitée par le bactériophage. 
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plages produites par le phage 1 sont trés petites, vite effacées par 
la culture secondaire et trés difficiles a voir. Les plages du 
phage 2 sont de deux sortes, les unes movennes, les autres trés 
petites. Il est vraisemblable que le phage 2 est constitué par un 
mélange de plusieurs bactériophages. 


Une souche peut done étre a Ja fois lysogéne et lysosensible. 
La lysogénéité et la lysosensibilité ne sont, en effet, deux états 
incompatibles que lorsqu’on les envisage par rapport & un méme 
bactériophage, auque] cas on peut affirmer a l’appui des résultats 
que nous avons obtenus, qu'une souche lysogéne n’est pas lyso- 
sensible et qu'une souche lysorésistante est presque certainement 
lysogéne (voir également Hoder). 

Mais la lysogénéité, par conséquent Ja résistance 4 un bacté- 
riophage donné, est parfaitement compatible avec Ja sensibilité a 
des bactériophages différents de celui-ci. 

Dans le groupe paratyphique B, la lysogénéité confere done a 
la bactérie qui Ja porte un état d’immunité qui rappelle Ja prémv.- 
nition chez les animaux portcurs de certains germes. 


L’examen du Tableau II ne fait ressortir aucune relation entre la 
lysogénéité d’une part et d’autre part lVancienneté des souches, par 
conséquent le nombre de leurs repiquages (environ 1 par mois) 
— soit 30 a 100 repiquages — le heu de provenance, la nature du 
prélévement (hémoculture, coproculture), ni méme avec les carac- 
teres R et S des colonies (tableau 2). Tout au plus peut-on dire 
que chez Jes souches non lysogeénes le caractére RS est plus fré- 
quent. Mais il existe néanmoins des souches lysogenes comple- 
tement R et d’autres en voie de transformation S-R. 

De méme, il ne s’établit aucune relation entre le caractére lyso- 
géne et la formule antigénique. 


Ouelle peut étre la signification de la trés grande fréquence 
des souches lysogénes ? On peut se demander avec Wollman (9) 
« si les cultures lysogénes ne sont pas la source de Ja plupart 
de nos bactériophages », et d’autre part, si toute souche bacté- 
rienne ne serait pas Jysogéne par rapport a certaimes autres 
souches du méme groupe. Wollman, en présence des résultats 
de I’. M. Burnet signalés plus haut, veut voir dans la fréquence 
de la lysogénéité une sérieuse objection 4 Ja théorie de la nature 
parasitaire du bactériophage. Cependant les exemples de parasitisme 
affectant un grand nombre d’individus, parfois tous les individus 
d’une espéce, sont trés fréquents. 

Devons-nous considérer que ce qui est anormal, ce n’est pas 
la présence du bactériophage, mais plutot son absence, c’est-a- 


(8) Woriman. Ces Annales, 1936, 56, 137. 
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dire la lysosensibilité ? Celle-ci, résultant peut-étre d’une mutation, 
ne traduirait-elle pas une « déficience » ou un certain état de 
dégénéreseence ? Nous ne sommes nullement autorisés a envisager 
les faits sous cet angle, car nos résultats nous montrent sans 
ambiguilé que sensibilité et résistance coexistent généralement 
chez la méme bactérie : une bactérie lysogéne est bien résistante 
au bactériophage extrait d’elle et aux bactériophages de ses 
semblables, lorsque ceux-ci sont sérologiquement identiques au 
sien, mais elle est sensible aux bactériophages sérologiquement 
différents, méme si ceux-ci proviennent de souches voisines. 


La fréquence de Ja lysogénéité parle surtout en faveur de 
Yorigine bactérienne (endogéne) des bactériophages. Elle oblige 
a se demander si toutes les souches ne sont pas lvsogénes. Néan- 
moins, elle ne constitue pas un argument décisif contre la théorie 
parasitaire de d’Hérelle. 


AUGMENTATION DU NOMBRE DE BACTERIOPHAGES 
EN PRESENCE DE BACTERIES STERILISEES 
PAR IRRADIATION 


par Mancen ROUYER et Raymoxn LATARJET (*). 


On admet en général, que les bactériophages ne peuvent se pro- 
duire qu’en présence de divisions bactériennes. Cetle conception 
s'appuie sur des expériences ot l’on voit certains agents (tempé- 
ralure, antiseptiques, milieu de culture) stabiliser le titre lytique 
des qu ils interrompent les divisions du germe sensible. Pourtant 
ces agents peuvent influencer d'autres fonctions cellulaires en 
méme temps que la division ; en sorte que la corrélation admise 
rest pas rigoureusement démontrée. 

D’ailleurs, dés 1924, Prausnitz et Firle [44], opérant sur un 
bacille paradysentérique, remarquérent qu’une température de 
45° empéchait Ja division microbienne, tandis qu’a la dixieme heure 
les bactériophages étaient 20 fois plus nombreux qu’au début. 
En 1937, Krueger et Fong [6] observérent sur un staphylocoque 
placé a 28° et a pH 6, Vinhibition de la division bactérienne et 
Vaugmentation du bactériophage de 100 fois en trois heures. Peu 
apres, Northrop [40] confirmait ce résultat en reprenant lexpé- 
rience sur B. megatherium. Plus récemment, Guelin [4] a constaté 
une forte augmentation du titre lytique en l’absence de multipli- 
cation microbienne appréciable dans certains échantillons auto- 
clavés deau de riviere. 

Inversement, venant 4 l’appui de la conception habituelle, 
Wahl. Nitti et Faguet [43] ont montré que la bactériostase pro- 
duite par un sulfamide arréte Ja production de bactériophages et 
empéche la lyse ; si on ajoute un antisulfamide, l’activité lytique 
et la production du bactériophage reprennent en méme temps que 
la croissance bactérienne. 

Pour étre entiérement démonstratives ces diverses expériences 
devraient assurer : soit que le bactériophage a cessé de se produire 


dés Varrét exclusif de Ja multiplication du germe — exclusivité 
dont on peut difficilement étre certain — soit au contraire qu'il. 


y a eu augmentation du nombre de bactériophages en l’absence 
rigoureuse de toute multiplication. Mais, pour avoir une chance 


(*) Note présentéc A l’Association des Microbiologistes de langue fran- 
¢aise, séance du 7 juillet 1944. 


90 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


de réussir, cette seconde expérience doit supprimer la multipli- 
cation tout en respectant autant que possible les autres fonctions 
vitales de la cellule bactérienne, afin de conserver, au moins 
partiellement, celles dont dépendrait Ja production du_ bacté- 
riophage. 


Dans la cellule, les organites qui supportent Jes diverses fonc- 
tions physiologiques sont inégalement sensibles a certaines radia- 
tions, du fait de leur nature chimique, de leur répartition et du 
pouvoir plus ou moins grand de Ja cellule a les remplacer par 
synthése. Quand on soumet une cellule & des doses croissantes de 
rayonnement, on a de fortes chances d’atteindre les diverses fonc- 
tions dans l’ordre des sensibilités décroissantes de leurs supports, 
ct de réaliser, cn les supprimant tour 4 tour, une sorte de micro- 
dissection physiologique (Lacassagne) de ces fonctions. La fone- 
tion de division s’avére en général Ja plus sensible. Une dose rela- 
tivement faible laisse une cellule stérile, c’est-a-dire incapable de 
donner naissance A une colonie, qui conserve des métabolismes 
plus ou moins diminués suivant la dose. Ceux-ci se traduisent par 
la respiration [2], la croissance qui aboulit souvent a des formes 
géantes, les propriétés enzymatiques, Ja mobilité, linaptitude a 
prendre les colorants. Les radiations permettent ainsi peut-étre 
d’éliminer la division cellulaire d’une maniére plus sélective que 


ne le font les autres agents ulilisés jusqu’iei (1). Ces considérations. 


ont conduit l’un de nous (2) 4 envisager |’action des bactériophages 
sur les cultures stérilisées par irradiation. 


TECHNIQUE EXPERIMENTALE. — Nous avons utilisé le bactériophage C16, 
actif sur le bacille paradysentérique Y6R, dont la sensibilité aux 
rayons X avait été l’objet d’une élude antérieure précise [7]. 

Il est essentiel d’opérer sur des cultures trés jeunes, car, apres 
neuf heures trente d’incubation 4 37°, une culture de Y6R sur gélose 
est insensible au C16 [42]. En deca’, l’action du phage est en outre 
d@autant plus marquée que la culture est plus jeune. Celle-ci doit étre 
toutefois suffisamment abondante pour permettre un prélévement. L’ige 
cptimum correspond & quatre & cing heures de culture A 37°. Des 
raisons matérielles, dues aux circonstances, nous ont conduits & utiliser 


un développement, & peu prés équivalent, de onze heures 4 28°. Cette 


(1) Cette propriété a été déja mise A profit par Bonfér-Macry et Our 
vieR pour la préparation de certains radiovaccins [4]. 

(2) E. Wotrman avait constaté que, contrairement aux bacilles 
chauffés, les mémes bacilles irradiés convenaient A la nutrition et au 
développement, d’une amibe. Il eut alors l’idée d’étendre ces recherches 
aux bactériophages, et le fit avec nous. I] fut arraché A son laboratoire 
et déporté. En son absence nous avons poursuivi les expériences et en 
rédigeons ici les résultats sous notre seule responsabilité. (M.R. et R.L.). 
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culture sur boite de Pétri est scumise en totalité au rayonnement X 
d’un tube fonctionnant sous une tension de 33 kw. et un courant de 


30 mA. On utilise indifféremment les émissions du molybdéne (A 0,71 A) 


ou du cuivre () 1,54 A) auxquelles le bacille est également sensible. 
L’intensité du rayonnement au niveau de la préparation est fixée a 
8.000 r/minute dans le premier cas, ct & 16.500 r/minute dans le second. 

Aussitot aprés irradiation, on préléve environ 1 milliard de bactéries 
qui sont mises en suspension dans 5 c. c. de bouillon. Cette quantité 
dicte les doses a utiliser. La meilleure, en effet, serait la plus faible 
de celles qui assurent, avec une probabilité suffisante, ]’absence de toute 
bactérie proliférante. 

L’étude antérieure [7] a déterminé la relation exponentielle qui unit 
la dose de rayonnement au taux d’individus dont le pouvoir de division 
est supprimé : une dose de 12.500 r supprime la division de 90 P- 100 
des individus intacts irradiés. Ainsi : 


Avec une dose de 12.5001... . 4 bactérie sur 10 continue de se diviser. 
Avec une dose de 150 000 r . . . . 4 baclérie sur 10'? continue de se diviser. 
Avec une dose de 400.000 r . . .. 4 bactérie sur 103 continue de se diviser. 


(Ces nombres ont été vérifiés par ensemencements de cultures irra- 
diées). 

Si l’on admet qu’une seule bactérie suffit A donner un développement, 
une dose de 150.000 r offrait 999 chances sur 1.000 A notre prélévement 
de 10° bactéries de rester stérile. Nous n’avons pas négligé pour cela 
une vérification ultérieure de la stérilité. En outre, nous avons, sur 
un autre échantillon, administré une dose de 400.000 r qui lése plus 
profondément les autres fonctions de la cellule. 

Dans le tube contenant la suspension de 5 c. c. a la concentration de 
environ 10* par unités par centimétre cube. Ce tube est mis a l’étuve 
a 37°, puis, dés la deuxiéme heure et, heure par heure jusqu’da six 
heures, puis 4 la vingt-quatri¢me heure, on détermine son titre bacté- 
Tiophagique suivant la technique habituelle, en prenant la moyenne 
des nombres des plages trouvées sur 2 boites de gélose. Dans .une 
expérience compléte, les mémes opérations sont conduites paralléle 
ment sur 

1° Les divers échantillons irradiés ; 

2° Une culture témoin non irradiée 

3° Une culture tuée par chauffage 4 60° pendant une heure. 

Les diverses. suspensions recoivent, bien entendu, le méme nombre 
initial de bactériophages (méme pipette), lequel est déterminé dans un 
témoin contenant seulement 5 c. c. de bouillon stérile. ; 

A la vingt-quatri¢éme heure d’étuve, on vérifie Ja stérilité des suspen- 
sions de bactéries irradiées, par ensemencement de 1 c. c. en bouillon 
et mise a ]’étuve A 37° pendant six jours. 


Résuttats. — Le tableau suivant groupe les résultats des quatre 
expériences que nous avons pratiquées dans les conditions précé- 
dentes. Les nombres, qu’il convient de multiplier par 1,000. yv 
expriment Jes taux des bactériophages rapportés 4. 1 e¢. c.- Les 
résultals qui concernent Je témoin non irradié et le témoin chauffé 
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Nombre de bactériophages par centimétre cube (a multiplier par 10°). 


I lI Ill 1V 

TEMPS | 
de contact s.3 23 28 82 23 2g ae 26 ae 

| wea 

Nombre initial de bac- 
tériophages. . . 44,28 7,96 AAs 18,5 
9 heures... 5 090, 244 63,74 4,6 443 5,9 358 200 381 
3theures. .° 4) 44,550 )5705 105 4,3 4x9 5 0 | 1.086 300 =|4.096 
4 heures. . 164.000} 793 245 4,16 136 9,0 | 1.655 600 |4 234 
5 heures. . .| 203.000) 542 360 4,02 427 44,0 | 4.874 800 |1.083 

6 heures. . ./ 146.000] 7419 193 0,94 55 1420 4.459 | 1.000 

24 heures. . .| 29.600] 28,8] 44,6} 0,68 Bie). S 224 44,2 4A 
Augmentation maximum) 
dui tines, ent £82000) 70 70 Fixation | 24 45 (} » 462 88 67 

irréversible 


eR AE I A ET RL LS 


élant trés constants, n’y sont indiqués qu'une seule fois a titre 
d’exemple. On voit que le titre -bactériophagique s’est élevé dans 
tous les cas ; a savoir de 24 4 164 fois pour Jes doses de 150.000 r ; 
de 15 & 88 fois pour celles de 400.000 r. Dans le cas de Ja plus 
faible dose, le titre lytique maximum se manifeste aprés trois a 
quatre heures de contact; dans l’autre cas, |’accroissement est 
moins accusé et n’atteint pas son maximum avant la sixiéme heure. 

La lyse commence généralement 4 se produire vers Ja cinquiéme 
heure pour donner 2 a 8/10 de Vopacité primitive au bout de 
vingt-quatre heures (38). 


ConcLusions. — Dans les conditions précitées, une culture 
bactérienne, stérilisée par une forte dose de rayons X, s’est 
montrée capable d’assurer la reproduction d’un bactériophage en 
quantités appréciables (jusqu’é 164 fois) et une lyse de 7/10. 

En regard du résultat négatif obtenu avec des sulfamides [43] 
celui-ci montre que les sulfamides inhibent quelque chose dans la 
cellule bactérienne, que les doses précédentes de navons X respec- 
tent, au moins partiellement, et qui assure une indiscutable pro- 
duction de bactériophages. Ce quelque chose est-il lié ou non a la 
division ? 

_Considérons le probléme de la division des cellules irradiées. 
Un fait est certain: aucune d’entre elles ne peut donner une 


(3) Nous n’avons pas recherché systématiquement comment se com- 
porte la culture irradiée si on la laisse vieillir avant d’ajouter le bacté- 
riophage. Toutefois nous avons constaté qu’aprés un séjour de vingt- 
quatre heures a la glaciére, elle se comporte comme une culture 
chauffée et n’assure plus aucune augmentation du titre lytique. 
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colonie. Mais on peut envisager des divisions en nombre limité, 
aboutissant a des formes abortives rigoureusement stériles, selon 
un processus de « mort différée » analogue a celui que l’on connait 
chez des levures irradiées [5]. Pour assurer dans nos expériences 
une augmentation de cent fois du titre lytique, i suffirait, en 
admettant qu’un bactériophage exige une division, qu’une bactérie 
sur 200 se divise ainsi une seule fois. Ceci n’est pas impossible. 
Toutefois, la mort différée n’a jamais été observée chez les 
bactéries ; les examens que nous avons pratiqués sur des cultures 
wradiées mises sur gélose ou en goulle pendante en bouillon, ne 
nous ont pas permis de déceler la moindre division achevée. Enfin, 
si la dose de 150.000 r laissait un nombre aussi réduit de morts 
différées, la dose de 400.000 r, d’aprés ce que l’on a observé sur 
ies levures, ne déterminerait que des « morts immédiates », ¢’esl- 
a-dire l’absence totale de division, et le titre lytique n’augmenterait 
pas. Or, d’aprés nos résultats, l’augmentation de ce titre est du 
méme ordre pour les deux doses. 

I] reste 4 examiner la responsabilité des phénoménes de crois- 
sance anormale des cellules irradiées avec production dé ces 
formes géantes si fréquentes, aux dimensions parfois considérables 
(plusieurs dizaines de py) et qui ressemblent souvent 4 des chaines 
de bacilles normaux accolés [3]. Il est possible que, dans ces 
éléments, la substance nucléaire se soit multipliée et que seule 
la cytodiérése ait été entravée. En effet, aprés des doses inférieures 
a celles que nous avons utilisées, certains auteurs [8, 9] ont pu 
voir que de telles formes géantes, conservées sur gélose, se 
fragmentent au bout d’un certain temps, comme si elles récupé- 
raient le pouvoir de cytodiérese, et donnent jusqu’éa 30 ou 40 
segments ayant l’apparence et Je comportement de bacilles nor- 
maux. Or, si la division cellulaire gouverne Ja production de bacté- 
riophages, c’est probablement par ses processus nucléaires. La 
production de formes géantes — que nous avons vérifiée — 
pourrait étre retenue p:rmi les causes susceptibles d’expliquer le 
phénoméne observé. Il y a lieu de remarquer toutefois que les 
sulfamides, qui interdisent toute augmentation du ttre lytique [13], 
donnent lieu a Ja production de formes géantes analogues aux 
précédentes. La responsabilité de ces formes dans la multiplication 
du bactériophage que nous avons observé est done peu probable. 
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ETUDE MORPHOLOGIQUE DES G/ARD/A DU MOUTON 
ET DES RUMINANTS 


par R. DESCHIENS et L. LAMY (*). 


(Institut Pasteur. Groupe des Services de Parasitologie.) - 


La présence de giardies dans l’intestin du mouton a été signalée 
pour la premiére fois par B. Grassi en 1881. Le parasite a été 
retrouvé, depuis, par différents auteurs et, en particulier, par 
H. Carré en 1928 et par V. Hervé en 1929; ce dernier a observé 
8 cas de giardiose chez le mouton et il fait ?hypothése du réle 
pathogene des Giardia dans la paraplégie enzootique des agneaux. 

M. Neveu-Lemaire a proposé, en 1943, de désigner sous le nom 
de Giardia ovis, nom. nov., la giardie du mouton, mais, ainsi que 
les auteurs qui ont précédé, i] n’a pas fait )étude morpholo- 
gique et biologique du flagellé. 

Dans quelle mesure une espéce nouvelle correspond-clle au 
nom nouveau ? Les documents que nous apportons dans une partic 
de ce travail contribueront a ]’établir. 

Nous avons observé dans lintestin gréle chez un agneau de dix 
mois atteint et mort de strongylose bronchique et intestinale, des 
formes végétatives de Giardua dont nous avons fait |’étude mor- 
phologique. La mise en évidence du flagellé a été une trouvaille 
d'autopsie ; nous n’avons pas observé ses kystes dans lintestin 
oréle, et le gros intestin qui aurait pu en conten n’ayant pas été 
conservé, nous n’avons pu tenter des inoculations croisées. 

Le mouton qui a été |’objet de nos recherches montrait de trés 
nombreuses formes végétatives de giardies dans Je contenu intes- 
tinal, il ne présentait pas de paraplégie flasque, mais un état 
cacheetique propre a la période terminale des strongyloses graves, 
et son observation ne s’inscrit pas en faveur de ]’opinion de 
V. Hervé sur Jes relations qui pourraient exister entre Ja para- 
plégie flasque et infestation par Gtardia chez le mouton. 


Erube MORPHOLOGIOUE DE LA GIARDIA DU MOUTON. 


I. Bromt:rrir. — Nous donnons dans les tableaux I et II les men- 
surations relevées sur 100 exemplaires de Giardia du mouton des- 
sinés & la chambre claire. Ces mensurations portent, ainsi qu'il est 
classique de V’établir pour Ja diagnose et I’étude comparée des dil- 


(*) Mémoire présenté 4 la séance du 5 octobre 1944 de la Sociélé 
Francaise de Microbiologie. 
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Tapteau I. — 400 exemplaires mesureés. 


Loncugur L LARGEUR | | RAPPORT DE LA LONGUEUR 
; (en p) (en 4) a la largeur L/1 


de 


Minimum 
Msximum | 


Minimum 


Maximum 


Maximum 
Minimum 
Maximum 


Maximum 
Maximum 


T,pteau Il, —- 400 exemplaires mesurés. 


SEGMENT MOYEN SEGMENT POSTERIEUR 
a b | c 


Maximum de fréquence. |Maximum de fréquence.| Maximum de fréquence. 
7 


3, 


3 3,03 | 4,03 


férentes espéces de Giardia, sur la longueur L mesurée de lextre- 
mité antérieure a Vextrémité caudale effilée ; sur la largeur |, 
mesurée selon Ja plus grande largeur du corps; sur la longueur 
des segments a, b, c, ainsi définis : a, segment antérieur : distance 
comprise entre lextrémité antérieure arrondie et une ligne pas- 
sant par l’équateur des noyaux; b, segment moyen : distance 
comprise entre une ligne passant par l’équateur des noyaux et 
une ligne transversale passant par les deux points d’émergence 
des flagelles latéraux ; ce, segment postérieur : distance comprise 
entre une ligne transversale passant par le point d’émergence des 
flagelles latéraux et l’extrémité postérieure du corps. L’établis- 
sement du rapport L/l, post-biométrique important, et la mensu- 
ration des noyaux, complétent les données recueillies en vue de 
Pétude morphologique du flagellé. 

L’étude biométrique de la variabilité des trois caractéres, lon- 
gueur L, largeur 1, rapport L/l, donne. apres répartition en classes, 
les fréquences suivantes 


CLASSES FREQUENCES 


Longueur L exprimée en w : 


RE ee En 8,5-9,4 0 
2. es : 9,5-40,4 6 
3. ae 10,5-14,4 12 
Becta tie ae 118-12, 4 Al 
3. i : ; 12,5-13,4 17 
6. ri 4 . 13,5-44,4 6 
is : . 145-15, 4 0 
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CLASSES FREQUENCES 
Largeur l exprimée en v. : 
ee ees 4,0-4,9 0 
heel AS ito Rid i eiCabu arial Aalto |e sl ia §,0-5,9 4 
a 6,0-6,9 18 
Us 2) AM As oat ah | Ree eae Te Blas we eee NOt 7 
Si 8,0-8,9 15 
6. 9,0-9,9 0 
Rapport de la longueur La la largeur | Lil : 
ge Re io-1h39 0 
PA ua eee ORE: eee nate rae 1,4-1,49 3 
ee Oe ete oe MM A es aon hs et SE Ona 26 
A eee 4, 6-4 ,69 36 
Ge se 4,7-1,79 23 
6. 4,8-4,89 9 
Te 1,9-4 99 4 
8. 2,0-2,09 i) 


Ces résultats se traduisent par des courbes ou polygone de 
yariabilité correspondantes (fig. 1) qui sont sensiblement symé- 


eS ere 
95-109 105-114 WS-l2G> 125538 (55-144 Wu LL 
50-59 60-69 70-79 80-89 90-99 -..----- ) 
130-139 140-199 1.50°1,59 160-169 170.179 -————_ Lp, 
Fis. 4. — Courbes de variabilité de la longueur L, de la largeur | et du rapport 


de Ja longueur 4 la largeur L/l chez Giardia sp. du mouton. Les nombres 
correspondant aux divisions de l’abscisse représentent les classes; ils expriment 
pour L et | des dimensions en dixiémes de » et pour L/l un rapport. Les divi- 
sions figurées en ordonnée correspondent 4 la fréquence des classes; chaque 
division représente dix individus. 


lriques, dont le sommet correspond au maximum de {réquence ou 
mode et qui confirment bien que ]’on se trouve en présence d’une 
espéce puisqu’il n’y a qu’un sommet et une courbe en cloche. 


Annales de UInstitut Pasteur, t. 72, n°* 1-2, 1946. i 
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L’étude morphologique des noyaux et des corps parabasaux 
doit étre en outre considérée dans Ja diagnose des giardies. 

Noyaur et corps parabasaux. — Les noyaux ovoides a grand 
axe généralement légérement oblique de bas en haut et de dehors 
en dedans, mesurent, en moyenne 3 p x 1,7 p, ils présentent a 
leur pole supérieur une calotte de chromatine dense et dans leur 
région centrale, un karyosome volumineux, dense, polylobé, ou 


0 gabe ok 10pa 


Fic. 2. — Giardia sp. du mouton : type bréviligne. 


des granulations chromatiques plus ou moins tines; les differents 
aspects nucléaires seront étudiés en méme temps que les 3 types 
morphologiques que nous isolons plus loin. 
Les corps parabasaux sont au nombre de 2 sensiblement paral- 
leles et en forme de virgule allongée chez les trophozoites. murs ; 
ils sont fusionnés, courts, punctiformes ou absents suivant les 
stades d’évolutions. Les grands corps parabasaux doubles, paral- 
léles, en virgule, s’observent dans 16 p. 100 des cas. les corps 
parabasaux, en virgule, fusionnés, dans 20 p. 100 des cas : les 
corps parabasaux courts. dans 8 p. 100 des cas.;. les corps para- 
basaux punctiformes, dans 28 p. 100 des cas et V absence de: carps 
parabasaux peut é¢tre notée dans 28 p. 100 des examens. ae 
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If. Types morRPHOLOGIQUES. — Parmti les individus étudiés bio- 
meétriquement, on peut isoler, ainsi que l’un de nous |’a déja fait 
dans }’étude biométrique de la giardie du chat : Giardia cali, Des- 
chiens, 1925, 3 types morphologiques : un type bréviligne dont le 
rapport L/] est <_ 1,55, un type médioligne dont le rapport L/? est 


Fis. 3. — Giardia sp. du mouton: type médioligne. 


situé entre 1,55 et 1,70 et qui correspond au maximum de fré- 
quence et un type longiligne dont le rapport L/l est > 1,70. 

1° Type bréviligne: [L/1} <-1,55} (fig.: 2): Ce type repré- 
sente 10 p. 100 des formes végétatives étudiées. On note chez tes 
trophozoites, en dehors de Ja forme ramassée, une extrémité cau- 
dale tronquée, des noyaux ovoides présentant a leur pdle supé- 
rieur une calotte de chromatine trés dense et dans leur région 
centrale, un gros nucléole polylobé ou de gros grains chroma- 
liques plus ou moins confluents. Ces caractéres nucléaires peuvent 
avec vraisemblance étre considérés comme correspondant a des 
noyaux quiescents ou en prophase. La densité chromatique est 
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phis marquée dans Jes grands trophozoites que dans les petits. 
Les corps parabasaux sont généralement fusionnés, globuleux 
dans les grandes formes ou punctiformes dans les petites. 

2° Type médioligne (L/1 : 1,55 a 1.70). Ce tvpe (fig. 3) corres- 
pond a 64 p. 100 des trophozoites ; extrémité caudale est relati- 
vement effilée. On peut distinguer deux aspects morphologiques 
des noyaux ; chez les formes de grande taille [L/I : 12,5 4 14 p] 
qui paraissent correspondre a des sujets 4 maturité, aptes 


Fig. 4. — Giardia sp. du mouton ; type longiligne. 


# la division, on note, au pdle supérieur, une calotte de chroma- 
tine trés dense, et, au centre, un gros karyosome dense et poly- 
lobé ; chez les autres formes on note l’existence d’une ecalotte de 
chromatine dense au pole supérieur et de granulations chroma- 
liques généralement groupées, au centre ; les formes de passage 
progressif dun type nucléaire a l'autre sont la régle. refs 

Les. corps parabasaux en virgule, fusionnés ou séparés, sont 
volumineux et denses chez les formes de grande taille, moyens 
créles ou rarement absents chez les formes moyennes ou petites. 

Le bord inférieur du péristome a généralement apres colo- 
ration-par la laque ferrique. une épaisseur et une densité propor- 
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tionnelles 4 Ja taille des corps parabasaux et d la condensation 
de la chromatine dans les noyaux. 

3° Type longiligne (L/1 >1,70). 26 p. 100 des trophozoites 
ventrent dans ce type (fig. 4); l’extrémité caudale est généra- 
lement trés effilée ; les noyaux présentent une calotte polaire dense 
mais sensiblement moins épaisse que dans le type précédent, les 
granulations chromatiques sont fines, légéres et habituellement 
groupées en amas, on note naturellement des aspects faisant le 
passage au type médioligne. Les corps parabasaux sont généra- 
lement gréles ou punctiformes, parfois absents. Les caractéres 
morphologiques notés et surtout la forme longiligne et la faible 
densité chromatique permettent de penser que le type correspond 
a des formes jeunes résultant d’une division récente. 

I] ne faut pas se méprendre sur le sens aattribuer au classement 
des trophozoites en brévilignes, médiolignes et longilignes ; celui-ci 
est schématique, les termes de passage conduisent d’un type a 
autre ; les types correspondent simplement A des variabilités 
fluctuantes par rapport au mode ou maximum de fréquence que 
nous avons défini dans Jes tableaux I et II. La courbe de varia- 
bilité du polygone de fréquence exprimée ‘figure 1 montrant bien 
que nous sommes en présence d’une seule espéce de Giardia. 

Les types brévilignes, médiolignes et longilignes nous paraissent 
pouvoir étre interprétés d’une facon analogue a celle que l’un de 
nous a proposée pour les différents types observés chez la giardie 
du chat, Giardia cati, R. Deschiens, 1925. Les formes brévilignes 
& queues obtuses a noyaux trés chromatiques et 4 corps para- 
basaux denses, semblent correspondre a des trophozoites murs 
au stade prékystique, l’analogie de structure et; en particulier, le 
grand développement des corps parabasaux chez Ja plupart des 
kystes & 2 noyaux qui sont des kystes récents — les kystes murs 
sont quadrinucléés — renforcent cette interprétation. 

Les formes médiolignes de grande taille & noyaux riches en 
chromatine et a corps parabasaux développés apparaissent comme 
des trophozoites mfirs préts a se diviser, leur analogie de structure 
avec les formes en division au stade de prophase et de métaphase 
milite en faveur de cette considération. 

Les grandes formes médiolignes se relient progressivement, 
morphologiquement, aux trophozoites longilignes A queue effilée, 
a noyaux relativement pauvres en chromatine et 4 corps paraba- 
saux gréles, punctiformes ou absents, aussi les formes longilignes 
peuvent-elles étre considérées comme les résultats du dédouble- 
ment récent d’un trophozoite médioligne mur ; la encore, ]’étude 
morphologique de la division du flagellé, au stade de Ja téléphase, 
légitime cette hypothése. 
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L’étude morphologique et biométrique que nous venons de faire 
montre que nous sommes en présence, chez le mouton, d une seule 
espece de Giardia. Cette espece peut-elle étre considérée comme 
Giardia ovis, nom. nov., Neveu-Lemaire, 1943, ou peut-elle étre 
identifiée. a une espéce déja décrite? C’est ce que nous allons tenter 
d’établir. 

Parmi les espéces de Giardia décrites chez les mammifeéres, 
3 ont été observées chez les ruminants : Giardia capre, Nieschulz, 
1924, notée dans l’intestin de la chévre ; Giardia bovis, Fantham, 
1921, notée dans ]’intestin du boeuf en Afrique du Sud et dont les 
kystes seuls sont connus, et Giardia ovis. Examinons dans quelle 
mesure la giardie du mouton s’identifie ou se sépare des deux 
autres espéces et quel. est le degré de validité des dites espéces. 

Les formes végétatives de Giardia bovis n’ont pas été décrites 
el ne peuvent, par conséquent, étre comparées a celles de Giardia 
ovis ; les kystes de Giardia bovis mesurent, d’aprés Fantham, 
114 11,5 p x 7p. A défaut de comparaison avec ceux de Giardia 
ovis que nous n’avons pas observés et qui ne sont pas décrits, on 
peut néanmoins, en raison de la proportionnalité réciproque des 
longueurs des formes végétatives et des kystes d’une méme espéce 
de Giardia, inférer que les kystes de Giardia bovis correspondent 
a des formes végélatives de 12 p 4 18 yp, c’est-a-dire d’une lon- 
gueur sensiblement égale a celle de Giardia ovis dont le « mode » 
pour la longueur est de 12,1 u. I] est done possible que Giardia 
bovis et Giardia ovis soient une méme espéce ; ]’étude comparée 
des formes végétatives et des kystes ainsi que les épreuves d’ino- 
culation croisées au boeuf et au mouton nous fixeront a cet égard 
dans l'avenir. 

En ce qui concerne Giardia caprx, de la chévre, nous disposons 
de termes de comparaison avec Giardia ovis ; pour ce qui concerne 
les formes végétatives : 

Les « modes » ou maximum de fréquence de la longueur et de la 
largeur établis par Nieschulz pour 100 exemplaires de Giardia 
capre sont de 13,5 » x 7,5 u; pour Giardia ovis, et pour 100 exem- 
plaires, ils sont de 12,1 » x 7 yw; comme nous l’avons vu, ces 
dimensions réciproques sont voisines et l’ordre de leur différence 
peut correspondre simplement 4 des souches différentes. On sait. 
en effet, que H. Tsuchiya, en 1930, en étudiant comparativement 
deux souches de Giardia intestinalis, a montré que les maxima de 
fréquence de la Jongueur et de ja largeur étaient de 13,87 uw x 7,89 
dans un cas et de 12,89 y x 8,14 » dans l'autre, soit, pour la 
longueur, une différence de 1, ou de 8 p. 100 environ. Tsuchiya 
a fait des constatations analogues en étudiant comparativement 
d'autres lignées de divers Protozoaires parasites ou Jibres. En 
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oulre, i] n’existe pas de différence offrant un caractére spécifique 
entre la structure des noyaux ou la morphologie des corps para- 
basaux, de Giardia ovis et de Giardia caprx ; les corps parabasaux 
de Giardia caprx décrits par Nieschulz sont plus gréles et moins 
souvent fusionnés que chez Giardia ovis, mais cela peut étre en 
rapport avec une différence dans la technique de coloration et le 
degré de différenciation des préparations. D’autre part, les 
recherches de Tsuchiya montrent que d’une lignée a l'autre de 
Giardia intestinalis il peut exister des différences notables dans 
la longueur, lincurvation et la fusion des corps parabasaux. 

Il ne parait done pas possible, morphologiquement et biomé- 
triquement, de conclure 4 lidentité ou a la non-identité spéci- 
fique de Giardia ovis et de Giardia caprx. L’expérimentation et, 
en particulier, les inoculations croisées 4 la chévre et au mouton 
sont nécessaires pour résoudre ce point particulier. 

Pour reprendre ]’ensemble des données relatives a la spécificité 
des giardies observées chez les Ruminants, on voit que ]’existence 
des 3 especes distinctes, Giardia bovis, Giardia capre et Giardia 
ovis ne semble pas démontrée morphologiquement. Les essais 
dinoculation croisée du boeuf au mouton et a la chévre, joints 
éventuellement 4 de nouvelles données morphologiques pourraient 
permettre de préciser si l’on se trouve en présence d’une méme 
espece, de plusieurs, ou d’espéces biologiques. On sait que le 
beeuf, le mouton et la chévre présentent des Plathelminthes et 
des Némathelminthes parasites du tube digestif, ainsi que des 
Infusoires commensaux de la panse, qui leur sont communs ; et, 
Vhypothése de Protozoaires intestinaux parasites communs ¢t, 
en particulier, d'une Giardia commune aux trois ruminants doit 
étre examinée. 


Resumes. 


Nous faisons dans ce travail ]’étude morphologique et biomé- 
trique de la Giardia du mouton, Giardia ovis, nov. nom. Neveu- 
Lemaire, 1943, qui n’avait pas été faite jusqu’alors 4 notre con- 
naissance. 

Les « modes » biométriques de la longueur L, de Ja largeur | 
et. rapport L/l, pour les trophozoites sont respectivement 
L = 121 p;1= 7 yp, L/l = 1,64 p. On peut distinguer 3 types 
morphologiques : bréviligne, médioligne, longiligne. L’étude_com- 
parée de Giardia ovis avec Jes autres espéces de Giardia observées 
ou décrites chez les autres Ruminants : Giardia bovis du beeuf, 
Giardia capre de Ja chévre, ne permet pas de conclure a |’exis- 
tence d’espéces distinctes, ni d’ailleurs a Jlidentité des trois 
espéces. Des expériences d’inoculation croisée entre le boeuf, la 
chévre et le mouton, et, éventuellement de nouvelles données 
morphologiques, sont nécessaires pour résoudre ce probléme. 
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AMINOTHIAZOL ET THYROIDE 
RECHERCHES EXPERIMENTALES 
SUR LA 
THERAPEUTIQUE CHIMIQUE DES THYREOTOXICOSES 


par D. BOVET, J. BABLET et J. FOURNEL. 


En 1928, Chesney [9] qui poursuivait des essais sur la syphilis 
expérimentale observa dans son élevage de lapins Vapparition de 
goitres endémiques et décrivit des hyperplasies thyroidiennes 
considérables, allant du poids moyen normal de 0,18 g. au chiffre 
extréme de 19,5 g. La réaction de la glande thyroide fut attribuée 
au régime particuliérement riche en choux regu par les animaux ; 
elle fut reproduite chez le rat, le cobaye, le porc, le mouton et la 
chévre [7, 8, 20, 30, 45]. 

Au cours d’une expérimentation conduite dans le but de déter- 
miner l’agent responsable des troubles thyroidiens provoqueés chez 
le rat par |’ingestion de graines de colza, Kennedy [26] a examiné 
effet de Vingestion d’allylthiourée ou thiosinamine, et a constaté 
que cette substance provoquait une augmentation du poids de la 
elande et une transformation caractéristique de son aspect histo- 
logique. Cette observation venait rejoindre les constatations effec- 
tuées peu de temps auparavant par Mackenzie, Mackenzie et Mc 
Collum [28] sur la sulfaguanidine et par Richter et Clisby [40] 
sur la phénylthiourée. 

En 1943, la publication par Astwood [2] des résultats observés 
en clinique dans les cas d’hyperthyroidisme a inauguré la période 
des applications thérapeutiques de ces dérivés actifs sur la thy- 
roide. L’administration quotidienne de 1 a 2 g. de thiourée ou de 
0,2 41g. de thiouracile aux malades hyperthyroidiens a provoqué 
une sédation des troubles aprés une période de latence de une 
ou deux semaines. La continuation du traitement provoque le 
retour du métabolisme a la normale, tandis qu'une posologie trop 
élevée entraine |’apparition des signes précoces du myxcedéme au 
bout de cing semaines. 

L’emploi de la thiourée a donné lieu aux études de Hims- 
worth [49] et de Berk et Sapeika [6] en pays de langue anglaise, 
de May, Cottet et Netter [32] en France ; impression qui s’en 
dégage est celle d’une activité des plus nettes s’alliant a une 
tolérance trés médiocre; plusieurs accidents graves ont été 
signalés [28, 33]. 
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L’expérimentation clinique du thiouracile s’est plus rapidement 
généralisée ; treize mois seulement aprés la premiére publication 
d’Astwood, McGavack et ses collaborateurs [27] pouvaient déja 
dresser le bilan de 135 cas de maladie de Basedow traités, dont 
les observations avaient été rapportées dans neuf publications diffé- 
rentes d’Astwood, Bartels, Dore, Gabrilove et Kert, Mayer, Pal- 
mer, Sloan et Williams et Bissell. Depuis cette date nous sont 
parvenus d’autres publications encore. 

Les trois travaux fondamentaux de McGavack, de Rawson [38] 
et d’Astwood [5] permettent de se faire une exacte représentation 
des avantages et des inconvénients de la thérapeutique. Les 
malades atteints de thyréotoxicose traités pendant une durée qui 
peut atteindre neuf mois montrent une amélioration généralement 
rapide des symptoémes subjectifs, du pouls, de la tension arté- 
rielle, du poids, du métabolisme basal et du cholestérol sanguin ; 
le volume de la thyroide décroit légérement. Joll [25] cependant 
signale 3 échecs sur 9 cas traités. En contre-partie, il faut noter 
la fréquence des incidents d’intolérance qui peuvent revétir un 
caractére sérieux : agranulocytose, fiévre médicamenteuse, urti- 
caire, jaunisse et edéme. Astwood signale 10 p. 100 d’incidents 
graves, McGavack sur 185 observations reléve 11,5 p. 100 de 
réactions toxiques et d’hypersensibilité. 

L’activité anti-thyroidienne apparait dans des substances de 
structure moléculaire variées. Un travail d’Astwood [4] contient 
des renseignements sur un grand nombre d’entre eux. C’est dans 
la série des thiourées que se rencontrent les substances qui mani- 
festent lactivité la plus élective, et en particulier celles dont on a 
préconisé J’utilisation en thérapeutique. A coté de la thiourée elle- 
méme (1), l’allylthiourée ou thiosinamine (II) et la di-iodothiosi- 
namine (Velluz et Gley, [43]) appartiennent a la série aliphatique, 
la phénylthiourée (IIT) a la série aromatique, le thiouracile (IV) a 
la série hétérocyclique. 


Nt? — CS — Nil? (1) 
CH? = Cll — CH* — NH — CS — NH* (I) 
¢'~ SNH = €S— Nit (111) 
See 

NH — CO 
Cs Sci (IV) 


” \nH — CH 


wal a Glé observé que les trois acides amino-benzoiques et 
acide p.aminophénylacélique provoquaient une hyperplasie thy- 
roidienne [4] ; en dehors de Ja sulfaguanidine, l’activité goitrigéene 
apparait dans d’autres médicaments sulfamidés, la sulfadiazine 
la sulfapyridine et l’aminophénylsulfamide. . 

Nous nous proposons de rapporter ici les résultats ‘de Vétude 
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pharmacologique de l’aminothiazol, dont l’étude expérimentale a 
révélé VPactivité élective sur la fonction thyroidienne, et qu’un 
ensemble aujourd’hui important d’observations cliniques rappor- 
tées, en collaboration avec l’un de nous, par MM. Perrault et 
P. Droguet, permet de considérer comme un médicament antithy- 
roidien d’une grande efficacité et d’une innocuité pratiquement 
totale [34, 35, 36]. 

Au point de vue chimique, |’aminothiazol (V) se présente comme 


NH Stee iol (V) 


un dérivé hétérocyclique, dont la molécule, quoique sans rapport 
avec celle du thiouracile, présente comme celui-ci les éléments 
constitulifs de Ja thiourée. La premiére mention de son activité 
antithyroidienne sur l’animal a été faite en 1943 par Astwood [4] 
qui signale la disparition de la colloide et Vhyperplasie de la 
glande chez le rat. 

Le point de départ de nos recherches sur ]’aminothiazo] résulte 
d’une observation clinique. Au cours de ]’été 1943, le D* Jeantet, 
de Lyon, examinant des ouvriers travaillant 4 ]’extraction de ]’ami- 
nothiazol, a remarqué chez certains d’entre eux l’apparition de 
goitres banaux, régressant spontanément lorsqu’ils étaient changés 
d’atelier. Les sujets n’accusaient généralement aucun trouble 
fonctionnel ; sur 29 ouvriers observés réguliérement et accom- 
plissant leur travail dans les mémes conditions, on note un goitre 
certain et quelques réactions hypertrophiques et passagéres du 
corps thyroide. Les mesures du métabolisme effectuées 4 différentes 
reprises ont fréquemment montré une diminution notable du méta- 
bolisme (abaissement de 18 p. 100) en particulier dans la phase 
initiale de V’intoxication (1). 


ACTION DE L’AMINOTHIAZOL SUR LA.GLANDE. THYROIDE. 


ErupE HISTOLOGIOQUE. — En étudiant chez le rat les effets de 
l’administration d’aminothiazo] sur la morphologie de la glande 
thyroide, il est facile d’observer sous l’influence du produit un 
bouleversement presque total de la structure glandulaire. Une dose 
unique est déja susceptible de provoquer un trouble durable ; c’est 
le phénoméne que nous décrirons en premier lieu, avant d’exa- 
miner ]’effet des doses fréquemment répétées. 


(1) L’existence d’intoxications par ]’aminothiazo] en milieu industriel 
a été déja signalée par Watrous [44] ; cet auteur n’a pas observé de 
réactions thyroidiennes chez ses malades. 
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* 
* * 


Pour nous rendre: compte de l’action d'une seule dose d’amino- 
thiazol sur Ja structure thyroidienne, nous avons injecté a 20 rats 
0,250 ¢. par kilogramme d’aminothiazol, représentant la dose 
50 p. 100 toxique ; 5 animaux sont morts le lendemain de l’injec- 
tion, 5 autres apres quarante-huit heures, les survivants ont ¢teé 
sacrifiés & des intervalles qui variaient entre cing et trente jours 
aprés ]’injection. 

Les résultats de |’examen histologique des glandes thyroides 
prélevées ont été les suivants 


Quarante-huit heures aprés l’administration d’une dose unique, on 
observe une structure thyroidienne profondément bouleversée (fig. 5). 
On note ‘la ‘congestion de la glande et sur certains points la présence 
d’cedéme hémorragique. Dans les vésicules, la colloide est absente ou 
peu abondante, vacuolisée, modifiée dans ses affinités tinctoriales. La 
desquamation des cellules de revétement est importante, de nombreux 
noyaux sont pycnotiques. En résumé, lésions congestives et irritatives 
avec raréfaction de la colloide. 

Entre le cinquiéme et le quinzi¢me jour, aprés que ]’animal a recu de 
Vaminothiazol, la glande a progressivement repris son aspect normal, 
en ce sens que les épithéliums glandulaires sont restaurés, mais les 
cellules bordantes sont trés allongées, rappelant Jl’aspect des acini 
salivaires ; la colloide est trés raréfiée ou manque totalement. 

Chez un animal sacrifié le dix-huitiéme jour, la structure thyroidienne 
est. en majeure partie normale; le revétement cellulaire mince et aplati 
borde les vésicules & colloide abondante, il subsiste de petits groupes 
de -vésicules, rappelant les acini salivaires, et quelques zones d’aspect 
nécrotique dont la colloide est encombrée de débris nucléaires. 

Le trentiéme jour encore, quoique la thyroide soit presque entiérement 
normale, on observera quelques yacuoles dans la colloide et quelques 
vésicules & noyaux pycnotiques. 

Le poids des glandes prélevées correspond bien & leur aspect histolo- 
gique. Dans la premiére phase de l’intoxication on observe une augmen- 
tation de poids correspondant & la congestion intense et A l’cedéme de 
la glande ; du cinquiéme au neuvieme jour, il y a chute du poids corres- 
pondant a la nécrose de la glande ; du dix-huititme au trentiéme jour, 
les glandes sont nettement hypertrophiées ; la restauration épithéliale 


a multiplié le nombre des acini qui commencent 4 se remplir . de 
colloide. ‘ 


De lensemble de ces résultats, il apparait que la réaction pri- 
mitive a l’effet d’une seule dose subtoxique d’aminothiazol est un 
bouleversement de Ja structure de la glande et une nécrose des 
épithéliums, |’hyperplasie glandulaire étant une conséquence 
secondaire du rétablissement de la glande dans sa structure pri- 
mitive. Les aspects dégénératifs et pycnotiques des noyaux cellu- 


ee at 
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Fic. 4. — Thyroide normale du rat. Les vésicules bordées par une rangée de 
eellules aplaties sont, pour la plupart, dilatées par la substance colloide. 
Gross. : 425. (Photo Jeantet, Institut Pasteur.) 


Fre. 2. — Thyroide normale du rat. Détail de la figure précédente. Gross. : 500. 
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laires sont abondants sur les premiéres images tandis que de trés 
nombreuses figures de mitose évoquent certaines modifications his- 
lologiques de la thyroide au cours de la maladie de Basedow. 


* 
* * 


Plusieurs esSais ont porté sur l’effet des injections répétées 
d’aminothiazol. 


a) Un premier lot de rats a regu pendant dix jours des injections d‘ami- 
nothiazol A la dose de 0,25 g. par kilogramme, dont les effets viennent 
d’étre décrits. . 

L’effet sur la morphologie de la glande est, en plus accentué, le méme 
que celui trouvé quarante-huit heures aprés une injection unique (fig. 3 
et 4). La lumiére des vésicules est parfois encore visible, mais elle ne 
contient nulle part.de colloide. Les cellules bordantes se sont allongées 
et viennent en contact au centre de la vésicule. Le cytoplasme éclairci 
& un aspect-vacuolaire ; les noyaux ne sont généralement pas modifiés. 
Par places seulement, des hémorragies et un cedéme interstitiel ont 
déterminé la nécrose granuleuse de petites plages cellulaires. 

Si- Yon compare l’image fournie par la thyroide de ]’animal traité 
pendant dix jours a l’aspect présenté par la glande quarante-huit heures 
aprés une injection unique (fig. 5) on constatera que malgré la poursuite 
du traitement par l’aminothiazol la restauration des vésicules. momen- 
tanément désagrégées est effective. Aprés 10 injections consécutives, 
l’aspect dégénératif reste localisé 4 quelques zones seulement, l’ensemble 
de la glande présentant l’aspect salivaire déja mentionné.. __ — 

b) Dans les mémes conditions expérimentales — traitement quotidien 
pendant cing ou huit jours, — nous avons comparé l’effet de® différentes 
doses d’aminothiazol.. 

Aprés 0,20 g. par kilogramme, il persiste A la périphérie des thyroides 
quelques vésicules A colloide intacte ; toutes les autres cavités glandu- 
laires ont disparu. sa pe 

Aprés 0,10 g. par kilogramme et 0,05 g. par kilogramme, ia colloide 
encore abondante est cependant quantitativement diminuée. A ] intérieur 
des vésicules, dont-les affinités tinctoriales sont modifiées, se trouvent 
des débris nucléaires. Par places, et plus particuligrement au centre de 
la glande, on observe des zones nécrotiques limitées et des plages de 
désintégration glandulaire. ; 

c) Au dela du huitiéme jour, la poursuite du traitement ne modifie 
plus d’une maniére appréciable la morphologie de la glande. 

Aprés yingt-cing jours pendant lesquels les animaux ont recu 0,20 ¢. 
par kilogramme d’aminothiazol, on trouvera exactement, comme au 
huitiéme jour, quelques yésicules périphériques dilatées avec ou sans 
colloide et. une majorité d’autres vésicules dont les glandes ont des 
parois affaissées avec lumiére diminuée ou absente ; il subsiste quelques 
foyers de nécrose. 

Aprés trois mois de traitement quotidien l’aspect est encore le méme : 


la structure vésiculaire est conservée ; il n’y a plus de colloide, mais 
allongement des cellules bordantes. 


—- —_ 
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Fie. 3. — Thyroide de rat ayant regu pendant dix jours des injections quoti- 
diennes daminothiazol de 0,25 9. par kilogramme. Disparition de la colloide: 
les cellules vésiculaires allongées se rejoignent par leurs pdéles apicaux. 
Gross. : 4125. 


is >A ae 


Fig. 4. — Thyroide de rat ayant regu pendant diz jours des injections guotr-' 
diennes d’aminothiazol de 0,25 g. par kilogramme. Detail de la figure précé- 
dente. Gross. : 500. ; ag 
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d) Les examens histologiques révelent encore la facilité avec laquelle 
se rétablit la structure d’une glande méme altérée par un traitement 
prolongé. 

Aprés trente jours de traitement, les glandes de 2 rats ont pris dans 
leur totalité l’aspect d’une glande au repos, et la colloide a disparu. 
Trois animaux du méme lot, six jours aprés l’interruption des injections 
présentent une structure thyroidienne en partie normale ; il ne subsiste 
que quelques plages de nécrose. 7 

e) La voie d’introduction ne joue pas un role important dans l|’actiyite 


Fic. 5. — Thyroide de rat ayant recu quarante-hutt heures auparavant une 
injection d'aminolhiazol de 0,25 g. par kilogramme. Desquamation et pycnose 
du revétement vésiculaire; vacuolisation et raréfaction de la colloide. 
Gross. : 400. 


de l’aminothiazol. Par contre, le mode d’administration est susceptible 
de faire varier, dans une mesure importante, le seuil de l’activité. 

En administrant au rat |’aminothiazol en solution dans l’eau de 
boisson, Astwood (4) avait constaté sur 2 animaux que des concentra- 
tions de 0,1 et de 0,5 p. 100, correspondant 4 des doses quotidiennes de 
0,10 et 1,48 g. par kilogramme, provoquaient encore une hyperplasie 
marquée de la thyroide. Nous avons pu confirmer ces essais : 4 la dose 
de 0,025 ¢. par kilogramme, correspondent une disparition compléte 
de la colloide et de larges zones de nécrose (fig. 7 et 8) ; aprés 0,01 g. par 
kilogramme (correspondant & une concentration de 0,02 p. 100 de 1l’ami- 
nothiazol de |’eau de boisson) la colloide est trés raréfiée, et la lumi¢re 
des vésicules reste vide (fig. 6). 


La mobilisation de la colloide, sa résorption, sa disparition 


ee es ee 
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progressive d'une part, Il’hypertrophie et Vhyperplasie de la 
glande thyroide qui est la phase excrétoire d’autre part, au cours 
de Vintoxication par l’aminothiazol, évoquent a bien des égards 
les phénoménes réunis sous le nom d’activation thyroidienne. 
On sait que de telles modifications histologiques de la thyroide 
ont été décrites au cours de différents états physiologiques (méta- 
morphose, évolution saisonniére, gestation) mais elles caracté- 
risent surtout l’action stimulante de hormone préhypophysaire 


Fic. 6. — Thyroide de rat ayant absorbé pendant douse jours une eau de boisson 
contenant 0,02 p. 100 @aminothiazol. Allongement des cellules vésiculaires; 
disparition de la colloide. Gross. : 300. 


thyréotrope et rappellent également les troubles pathologiques 
essentiels de la maladie de Grave-Basedow. 

La découverte de l’action stimulante de Vhormone du_ lobe 
antérieur de Vhypophyse par Uhlenluth (1926), Loeb et Aron 
(1929) a marqué un progrés considérable dans nos connaissances 
sur l’histophysiologie thyroidienne ; dans une monographie 
récente, Ponse et Altschuler [37] ont, & propos de leurs investi- 
gations personnelles, donné une mise au point trés complete de 
cette importante question. 

Entre les aspects observés dans l’intimité de la thyroide qu'un 
traitement hypophysaire a mise en état d’activation et la morpho- 
logie de Ja glande chez |’animal] intoxiqué par |’aminothiazol, 1] 
existe un certain nombre de points communs : la disparition’ de 


(Annales de l'Institut Pasteur, t. 72, n%* 1-2, 1946. 8 
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Fig. 7. — Thyroide de rat ayant absorbé pendant un mois une eau de boisson 
contenant 0,05 p. 100 d’aminothiazel. Gross. : 300. 


Fic. 8. 


— Thyrcide de rat ayant absorve 
contenant 0,1 p. 100 aminothia 


pendant un mois une eau de boisson 
sol, Foyer de nécrose cellulaire. Gross. : 300. 
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la colloide est précédée dans l'un et j’autre cas par la modifica- 
tion qualitative de cette substance (dilution, affinités tinctoriales 
différentes) aux propriétés physicochimiques de laquelle corres- 
pond l’apparition de différents types de vacuoles de résorption 
(vacuoles basales de Bensley, vacuoles apicales d’ Anderson). 
Nous retrouvons également dans les deux types  réactionnels 
Vallongement. des cellules vésiculaires (cellules en. dome. de 
Ponse) tendant a réaliser le collapsus des cavités acineuses, le 
polymorphisme nucléaire et les divisions amitotiques qui en sont 
la cause. Toutefois le stade de mitoses observé par Ponse n’a 
pas été constaté, non plus que les bourgeonnements. et. plisse- 
ments des épithéliums vésiculaires signalés par cet auteur. Les 
ilots interstitiels de Woffler ne semblent d’ailleurs pas augmentés 
de nombre ni de densité. Bien au contraire, dans les stades 
initiaux. de Vintoxication a ]’aminothiazol, on constate une des- 
quamation plus ou moins étendue des épithéliums ‘ vésiculaires, 
fréquemment suivic de nécrose de ces mémes éléments. L’impor- 
tance des plages-nécrotiques augmente avec la quantité de pro- 
duit inoculé. 

Dans l'ensemble, la réaction thyroidienne a l’injection d’ami- 
nothiazol se traduit par deux ordres de phénoménes ; la mobili- 
sation de la colloide, sa résorption, sa disparition progressive et 
Vhyperplasie secondaire de la glande évoquent a bien des égards 
les phénomenes réunis sous le nom d’activation thyroidienne et 
que lon sait caractériser l’action stimulante de |’hormone pré- 
hypophysaire thyréotrope. Au contraire, la desquamation _ plus 
ou moins étendue des épithéhums vésiculaires généralement sui- 
vie de nécrose dont l’importance croit avec la quantité de produit 
inoculé parait correspondre a une réaction plus spécifique de 
l’aminothiazol. | Beha 

Dans l’intoxication par l’aminothiazol, les phénoménes- nécro- 
liques et les réactions dégénératives s’opposent a la prolifération 
secondaire des épithéliums. a 


ActioN SUR LE METABOLIsME. — Le rapprochement qui s’impose 
entre les transformations histologiques de la glande_ thyroide 
provoquées- par la ‘sécrétion thyréotrope de |’hypophyse et par 
les dérivés de la thiourée apparait d’autant plus paradoxal qu’il 
correspond a des réactions physiologiques diamétralement oppo- 
sées: I] y a hypothyroidisme et disparition de la synthése hormo+ 
nale au cours de J’intoxication par les thiourées’-et -Pamino- 
thiazol; il y a au contraire hyperthyroidisme, hypersécrétion 
thyroidienne et augmentation du métabolisme dans Pactivation 
provoquée par |’administration d’hormone préhypophysaire. 

Deux méthodes proprement physiologiques indiquent que les 
dérivés de Ja thiourée, l’aminothiazo]l et les sulfamides, quoique 
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goitrigénes, sont réellement des « antithyroidiens ye ce sont les 
mesures du métabolisme basal chez les mammiféres et leffet sur 
la métamorphose des batraciens. . 

Ici encore les premiéres observations ont été faites par Ches- 
ney qui constata que le métabolisme du lapin rendu goitreux par 
une alimentation trop riche en choux était diminué de 16 p. 100 
par rapport aux témoins. Une baisse analogue du métabolisme 
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Fic. 9. — Action de Vaminothiazol sur le métabolisme basal du rat. 
A. @—®@ Moyenne de 4 animaux recevant 0,140 g. par kilogramme en vingt- 
quatre heures. 


B. o—o Moyenne de 4 animaux recevant 0,210 g. par kilogramme en vingt- 
quatre heures. 
Cc, A---A Témoins. 


basal a été signalée par Mackenzie [29] et par Astwood [3], avee 
les sulfamides et les dérivés de la thiourée. 

La mesure du métabolisme basal ne permet pas, chez le rat 
tout au moins, de se rendre compte des troubles provoqués par 
Vaminothiazol aussi nettement que l investigation histologique. 
L’effet est plus tardif et constitue une réaction moins spécifique. 

Les mesures de métabolisme ont été effectuées sur le rat et sur 
la souris. Sur le rat, nous avons adopté une méthode en circuit 
fermé, fixant la quantité d’oxygéne consommé par chaque animal 
en un temps donné. Pour la souris, on a eu recours a une mesure 
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en circuit ouvert de la quantité d’anhydride carbonique rejeté par 
le sujet. 

Tous les animaux recevaient un régime standard composé 
davoine. L’aminothiazol a été administré au rat en solution 
dans l'eau de boisson (0.2 et 0,5 g. p. 100) ; la quantité ingérée 
ctat déterminée chaque jour par la lecture de Ja quantité de 
liquide absorbé. Pour les souris nous avons pratiqué des injec- 
ions sous-cutanées quotidiennes de 0,250 ¢. par kilogramme 
d’aminothiazol. 

Les résultats ont été les suivants : a) Chez le rat, on a observé 
une baisse de métabolisme chez les 8 animaux traités s’étageant, 
pour ces 8 animaux, entre 11 et 30 p. 100 et correspondant 4 une 
valeur moyenne de 23 p. 100. Le traitement a été prolongé pendant 
quarante jours et le métabolisme est progressivement remonté 
vers la normale dans les quinze jours qui ont suivi (fig. 9). 
b) Chez la souris, 8 animaux ont été traités également, la diminu- 
tion du métabolisme atteignant 10 p. 100, 15 p. 100, 20 p. 100, 
2) p. 100 et 33 p. 100. 

I] est & noter qu’au cours de Vadministration d’aminothiazol, 
tant par vole parenténale que par voie orale, on observe régulie- 
rement une baisse de poids des animaux (rats ou souris). 


AcTION SUR LA METAMORPHOSE DES BATRACIENS. — Dans une série 
d’essais, on a étudié des substances goitrigénes sur la métamor- 
phose des batraciens. L’aminothiazol, a la concentration de 0,05 
el de 0,1 g. p. 100, n’a pas sensiblement modifié l’allure de la 
métamorphose du tétard de la grenouille-; 1] en a été de méme 
du thiouracile, quoique avec ce produit des résultats probants 
aient été obtenus par d’autres auteurs. La thiourée dans certains 
essais, et, chose curieuse, la phénylthiourée retardent ou empé- 
chent parfois totalement ]’apparition des membres et la régres- 
sion de Ja queue. Mis en contact avec une solution de phényl- 
thiourée a 1/10.000, les tétards gardent un aspect juvénile et sont 
fréquemment dépigmentés. 


PROPRILTES PHARMACODYNAMIQUES DE L’AMINOTHIAZOL. 


L’aminothiazol est un produit relativement peu toxique, rapi- 
dement détruit par l’organisme, faiblement bactéricide, sans effet 
tensionnel comme sans action sur le tonus des muscles lisses. 
Nous allons briévement résumer les essais faits dans cette voie. 


Toxicité (tableau I). — La toxicité de l’aminothiazol est sensi- 
blement la méme chez la souris et chez le rat. La dose 50 p. 100 
mortelle pour la souris par voie sous-cutanée, au sixiéme jour, 
est susceptible de varier suivant les essais entre 0,250 et 0,350 g. 
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par kilogramme, L’intoxication peut évoluer progressivement ct 
provoquer d’une maniére irréguliére des morts tardives ; les 
animaux présentent un cedéme caractéristique de la face, les 
joues sont enflées et les yeux disparaissent presque. 

I] est remarquable que la toxicité varie trés peu suivant la voie 
d’ introduction. 


TaBLeau 1. — Toxicité de l’aminothiazol. 

Dose 50 p. 100 mortelle en gramme par kilogramme. 
Souris... ....s-... . Voie intraveineuse. 0,300 
Souris . ean gt sical Eesha . Voie sous-cutanée. 0, 250-0,350 
SOUPS», <osy> 2 + «ty ee ~, GIO ESe Ae: 0,300 
Rater a ee 6 wos ee > a VO SO RBar ka nbes 0,250 
Cobaye... . 5. . &. .°.. Vote 'sous-cutanée. 0,200 
Lapin. .......-. 2... .> Vole sous-cutanée. 0,150-0, 200 


La toxicilé est chronique encore chez le cobaye et le lapin. Le 
chien tolére par voie sous-cutanée une dose de 0,050 g. par kilo- 
gramme ; la mort survient dans les douze ou les vingt-quatre heures 
qui suivent injection de 0,100 g. par kilogramme ; quatre a 
six heures aprés linjection, |’animal tombe progressivement dans 
un état comateux dont il ne se reléve pas. 

En dehors des lésions caractéristiques de la glande thyroide, 
lexamen histologique des viscéres des rats soumis 4 une intoxica- 
tion chronique, ou morts d’intoxication, ne révéle aucune modi- 
fication notable. Le poumon et Vintestin sont normaux ; on ne 
remarque qu'une légére infiltration au niveau du foie, et une 
réaction intersuitielle banale du rein. 

Le teslicule, le pancréas et la surrénale sont normaux. La réac- 
tion de la parathyroide est plus irréguliére. Chez certains rats, 
aprés un traitement par de fortes doses d’aminothiazol s’échelon- 
nant sur une période de trois mois, on observera une parathy- 
roide normale en l’absence de toute colloide dans la thyroide ; 
d'autres animaux présentent une parathyroide scléreuse et dégé- 
nérée et ceux-ci se trouvent aussi bien dans Je lot des rats traités 
par de faibles doses d’aminothiazol, et dont Ja structure thyroi- 
dienne s’est trouvée conservée, que chez des rats dont la thyroide 


a répondu par une réaction dégénérative a une intoxication 
intense et prolongée. 


ACTION ANTISEPTIQUE. —- Comparativement A la thiourée, dont 
lactivité antiseptique a élé signalée par Ishiwara [24], nous 
avons déterminé les effets bactériostatiques et bactéricides de 
Vaminothiazol pour le staphylocoque doré. Ce germe ne se déve- 
loppe pas en présence d’une concentration de 1 p. 100 @’amino- 


thiazol ou.de thiourée ; il faut une concentration de 5 p. 100 pour 
que se manifeste une activité bactéricide. 


> 
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PASSAGE DANS LE SANG ET ELIMINATION DE L’AMINOTHIAZOL (2). — 
Grace a son groupement aminé, l’aminothiazol donne un azoique 
par diazotation et copulation. Selon la méthode couramment uti- 
lisée pour le dosage des sulfamides, on copule le diazoique de 
V'aminothiazol avec Ja naphtyl diéthyipropylénediamine. Il faut 
opérer en milieu bien acide (HCl N/5) et employer plus de nitrite 
que pour la réaction habituelle. La coloration bleue obtenue 
instantanément est stable et permet de faire un dosage colori- 
métrique. 

La réaction étant beaucoup moins sensible que celle des sulfa- 
mides, elle n’apparait nettement qu’a 1/200.000 et l’aminothiazol 
s’administrant 4 doses assez faibles, le dosage ne peut étre effec- 
tué qu’aprés extraction de Ja base du sang ou de Vurine. On 
peut ainsi doser ]’aminothiazol jusqu’é 10 mg. p. 1.000 ¢c. c. dans 
le sang — avec 5 c. c. de sang — et jusqu’a 0,5 mg. par litre 
dans les urines. 

Aprés injection de 0,05 g. et de 0,10 g. par kilogramme chez 
le chien et Je lapin, on n’a retrouvé que de faibles taux d’amino- 
thiazol dans le sang et dans les urines. Chez un chien cependant 
on a vu 50 mg. par litre dans le sang et chez un autre 200 mg. 
par litre dans les urines. 

Nous rapportons ici le protocole d’une cxpérience effectuée sur 
le Japin (tableau II). 


Tasigau I]. — Lapin 4,70 kg., ingestion de 0,10 g. par kilogramme. 


URINES 


TEMPS 
aprés 


Yingeslion 


6 heures 
24 heures 
48 heures 


| Aminothiazol 


libre 


en 


| milligrammes 


par litre 


Volume 


Aminothiazol éliminé 


Libre 
en 
milligrammes 
par litre 


Total 
en 
milligrammes 
par litre 


30 
45 
Traces. 


Total... 


Pourcentage 
de la dose 
ingérée 


Passage dans le sang et élimination de ]’aminothiazol. 
Une fraction de |’aminothiazol est combinée. Le pourcentage 


(2) Le passage de 1|’aminothiazol dans le sang et son ¢élimination ont 
été effectués par M. P. Dusosr ; les détails concernant la technique de 
dosage utilisée feront l’objet d’une publication distincte. 
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Climiné n’atteint pas 10 p. 100 et l’élimination est pratiquement 
lerminée aprés vingt-quatre heures. 

La rapidité avee laquelle l’aminothiazol est éliminé et détruit 
dans l’organisme contrasle avec la durée des modifications anato- 
mopathologiques de la thyroide puisque celles-ci sont peu appa- 
rentes apres vingt-quatre heures, maxima aprés quarante- 
huit-heures, et que l’animal en porte encore des traces un mois 
apres l’ingestion d’une dose unique. 


AcTION SUR LA PRESSION ARTERIELLE, LA RESPIRATION, LES 
MUSCLES LISSES ET LE SYSTEME NERVEUX vEGETATIF. — Les expé- 
riences effectuées avec ]’aminothiazol sur le chien endormi au 
chloralose et au moyen des techniques d’enregistrement courantes 
de la pression, du rythme respiratoire et du tonus des muscles 
lisses n’ont fait que confirmer la remarquable spécificité de l’ami- 
nothiazol pour Ja thyroide et Jl’absence de toute réaction 
immediate. 

Injecté par voie veineuse, l’aminothiazo] ne provoque aucune 
dénivellalion du tracé de la pression et aucun effet respiratoire a 
des doses qui s’échelonnent entre 1 et 50 mg. par kilogramme. 
L’injection brutale de 100 mg. n’est suivie que d’une polypnée 
trés transiloire et d’un léger crochet hypertenseur. 

Par ailleurs, l’aminothiazol n’exerce aucune action propre sur 
lexcitabilité du systéme nerveux végétatif. 


ACTIVITE ANTITHYROIDIENNE 
DES DERIVES VOISINS DE L’ AMINOTHIAZOL. 


L’activité antithyroidienne, qui est trés largement répartie dans 
le groupe des dérivés de Ja thiourée, se rencontre de méme dans 
de nombreux dérivés hétérocyeliques voisins de l’aminothiazol. 

Nous avons reconnu l’activité de plusieurs dérivés qui 
navaient pas été étudiés jusqu’ici 
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Par voie sous-culanée et chez le rat, les doses actives sont les 
Suivantes : amimo-2 méthyl-4 thiazol (I) 0,2 g. par kilogramme ; 


acctylamino-2. thiazo]l (II) 0,2 g. ; benzylamino-2 thiazo] (ITT) 


2 ee oe 


a ee 


EEO 


AMINOTHIAZOL ET THYROIDE 424 


V.1 g. ; amino-2 thiodiazol-1-3-4 (IV) 0,05 g. ; amino-2 méthyl-5 
thiodiazol-1-38-4 (V) 1,0 g. 3 amino-2 méthyl-5  thiodiazol- 


-4 (VI) 1,0 g. 


MopE D’ACTION DE L’AMINOTHIAZOL. 


Les recherches expérimentales de Kennedy, de Richter, de 
Mackenzie et d’Astwood, ainsi que ]’expérimentation clinique qui 
a suivi, permettent de se faire une idée assez claire du mode 
d’action de la thiourée et des substances voisines. 

En premier lieu, un ensemble d’observations ont montré que 
les symptomes consécutifs au traitement par les thiourées corres- 
pondaient a une perturbation dans la synthése par l’organisme 
wane hormone thyroidienne physiologiquement active. Car, 
d'une part, les symptémes apparents de l’intoxication — chute 
du métabolisme, troubles de la croissance, arrét de la métamor- 
phose — traduisent une réaction d’hypothyroidie ; on constate, 
d’autre part, que Ja thyroxine manifeste une activité normale sur 
les animaux soumis 4 la médication antibasedowienne, et plus 
eneore, que son administration a dose suffisante prévient Vhyper- 
plasie thyroidienne. 

On s’est rapidement apercu que cette perte du pouvoir de syn- 
these de Vhormone était liée a un trouble du métabolisme de 
Viode. En effet : 1° le traitement iodé qui s’oppose 4 Vhyper- 
plasie de carence n'est pas susceptible de faire disparaitre l’hy- 
perplasie thyroidienne des animaux intoxiqués [40, 26] ; 
2° Yiode disparait presque entiérement de la thyroide des jeunes 
rats traités par le thiouracile et la sulfadiazine [43, 14, 39], ainsi 
que la glande des malades traités par le thiouracile [38] ; en 
méme temps, la colloide qui apparait au cours du traitement est 
remarquablement pauvre en iode [49]. 

Les différentes phases de la synthése de la thyroxine dans 
l'organisme ont été indiquées par les travaux de Harrington et 
de ses collaborateurs [48]. La fixation directe de Viode sur la 
tyrosine aboutit A la diiodotyrosine ; Je couplage de 2 molé- 
cules de diiodotyrosine aboutit a la nee 
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Par des expériences réalisées in vitro sur des fragments de 
lissus thyroidiens mis en présence de faible quantité diode radio- 
actif marqué, Morton et Chaikoff (1943) ont pu en apporter la 
démonstration directe. 

En partant des mémes données, Franklin, Chaikoff et 
Lerner [44] ont montré que le thiouracile empéchait effective- 
ment in vitro la fixation de ’iode sur la molécule de la tyrosine 
et Ja synthése par conséquent de la dilodotyrosine et de 
la thyroxine. 

La démonstration apportée par les expériences reéalisées 
in vivo sur des animaux traités par l’aminothiazol est a cet égard 
particuliérement probante. 

Dans des recherches entreprises par MM. F. Joliot-Curie, 
Courrier, Horeau, Poumeau-Delille et Sie, en collaboration avec 
l'un de nous [24], on s’est appliqué a suivre, par les méthodes 
physiques, le sort de Viode dans l’organisme, en mettant a profit, 
la encore, la présence d’un isotope radioactif d’iode marque. 
Deux lots de rats, Jes uns normaux, les autres traités par ]’ami- 
nothiazol ont été suivis parallélement. Vingt-quatre heures apres 
Vinjection diode, une faible proportion seulement de Jiode 
injecté se trouve a l'état ionique chez Jes animaux témoins : plus 
de 50 p. 100 de liode a été fixé sous forme de diodotyrosine, 
12 & 26 p. 100 sous forme de thyroxine ; au contraire, chez les 
animaux traités par laminothiazol, 90 p. 100 ou plus de liode 
est resté a ]’état de sel minéral, il ne s’est pratiquement pas 
formé de thyroxine, et la synthése de la diiodotyrosine elle-méme 
n’a été que minime : 4 a 12 p. 100 seulement de liode. 

L’expérience traduit ainsi d’une maniére absolument directe 
Vimpossibilité ot se trouve lorganisme intoxiqué par une 
substance antithyroidienne d’utiliser l’iode qui lui est offert pour 
réaliser la synthése de Ja thyroxine. 

Le processus probablement enzymatique, inhibé par les thiou- 
rées comme par l’aminothiazol, appartiendrait vraisemblablement 
i un systéme oxydo-réducteur susceptible de libérer Viode des 
iodures et de permettre sa fixation sur les molécules organiques. 
Les données expérimentales de Dempsey [412] et de Chodat et 
Dupare [40] portent d’ailleurs sur l’action inhibitrice du thiou- 
racile et de la thiourée sur les peroxydases. Ces derniers 
auteurs [40] ont montré que la thiourée protégeait le paracréso] 
contre Voxydation enzymatique. Dans le but d’établir une rela- 
tion éventuelle entre ce phénoméne et l’action sur la thyroide, 
nous avons examiné les effets antimélaniques de ]’aminothiazol. 
Les expériences ont montré qu’il n’y avait pas de rapport entre 
Vactivité antioxydasique ainsi définie et l’action antithyroidienne 
de la thiourée, puisque l’aminothiazol, qui posséde a un degré 
élevé la propriété antithyroidienne, accélére au lieu d’inhiber 14 
transformation du paracrésol en pigment mélanique. 
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Pour préciser lorigine des lésions histologiques de la thyroide, 
on a examiné encore l’effet sur Ja morphologie de la glande, de 
Yaminothiazol en poudre cristalline introduit directement «au 
contact de la glande. Quarante-huit heures aprés l’intervention, 
les thyroides étaient prélevées et examinées au point de vue histo- 
logique. Le produit pur, déposé a la surface de la thyroide, n’a 
provoqué aucune lésion notable ; la structure thyroidienne se 
trouve plutdt moins bouleversée chez les animaux opérés de la 
sorte que chez les témoins qui avaient recu les mémes doses 
d’aminothiazol] cristallisé sous la peau. 

Cet essai négatif montre bien l’origine extra-thyroidienne — ct 
probablement hypophysaire — des transformations histologiques 
notées dans la structure de la glande. A cet égard, nos conclu- 
sions rejoignent celles d’Astwood et de Mackenzie [8, 29] qui 
ont montré que Vhypophysectomie supprimait la réaction thyroi- 
dienne consécutive 4 Vintoxication par les antithyroidiens, et qui 
ont observé que les rats goitreux présentaient les mémes trans- 
formations de morphologie hypophysaire que les rats thyréodec 
fomisés [45]. 


CONCLUSIONS. 


1° L’aminolthiazol exerce sur la glande thyroide une action 
éleetive et durable ; vingt-quaire 4 quarante-huit heures aprés son 
administration, la structure de la glande se trouve profondément 
bouleversée ; en particulier on constate la disparition de la colloide 
et Vapparition de plages nésrotiques. La structure de la glande 
nest, dans certains cas, pas enti¢rement redevenue normale 
un mois aprés une injection unique du produit. L’aminothiazo] 
provoque un premier accroissement pondéral du poids de la 
glande lié a son état congestif, et secondairement une hyperplasie 
secondaire qui serait la conséquence de la réaction hypophysaire. 

2° Un traitement répété prolonge Ja durée des troubles thyroi- 
diens, mais n’en modifie pas le caractére réversible ; 11 n’appa- 
rait aucune accoulumance. 

3° L’étude de l’action exercée par )’aminothiazol sur les autres 
glandes endocrines a montré ’électivité de l’effet antithyroidien. 

4° L’aminothiazo] abaisse le métabolisme; 1] agit faiblement 
sur la métamorphose des batraciens. 

5° La toxicité de Vaminothiazol et ses propriclés pharmacody- 
namiques ont été étudiées, ainsi que son passage dans le sang et 
son élimination. 

6° L’activité antithyroidienne a ¢té observée dans plusieurs 
dérivés nouveaux : aminométhylthiazol, acétylaminothiazol, benzy] 
aminothiazol ; aminothiodiazo], aminométhylthiodiazol et amino- 
éthylthiodiazol. 

7° Le mode d’action de Vaminothiazol est diseuté a la lumiére 
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des observations des précédents auteurs qui ont étudié le goitre 
de choux et J’activilé de la thiourée ; l’aminothiazol agit sur le 
métabolisme de l’iode et empéche Ja synthése de la thyroxine. 
Les modifications histologiques consécutives au traitement sont 
vraisemblablement secondaires et liées 4 une réaction hypophy- 
sare. 
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SUR L’ORIGINE MULTIPLE DU MAGNESIUM 
CONTENU DANS L’EAU DE PLUIE I. 


par GAsrieL BERTRAND. 


Des recherches sur la composition chimique de leau de pluie, 
publiées dans ces Annales [2], il résulle que cetle eau renferme, 
aussi bien a Paris qu’a la campagne, une petite quantité de sels 
dissous, en particulier de sels de magnésium. Il apparait, en 
outre, que si une partie de ces derniers provient des poussiéres du 
sol situé au voisinage immédiat de l’endroit ot a lieu Ja récolte 
de eau, une autre partie et non la moindre doit avoir une or!- 
eine différente. Le probléme se pose alors de savoir d’ou peut 
provenir ce magnésium. 

On admet d’ordinaire que |]’élément calcium n’existe pas seul 
dans les combinaisons calciques naturelles, qu’il y est toujours 
accompagné de magnésium. En vérité, on a fréquemment signalé, 
dans des analyses de minéraux, de roches, de terres, la présence 
du magnésium a coté du calcium. Mais, en dehors de Ja dolomie, 
répondant a la formule CO,Ca.CO,Mg, et de certaines craies dolo- 
miteuses dans lesquelles 1] y a des proportions de carbonate de 
magnésium notables mais assez éloignées de celles qui existent 
dans la dolomie, on n’a guére de données précises : les auteurs se 
sont le plus souvent contentés de mentionner la présence du 
magnésium, sans en rechercher la proportion. Une telle déficience 
analytique tient probablement & ce qu’il n’est pas aussi facile 
qu’on Je croit d’ordinaire de déterminer les quantités relatives du 
magnésium ct du calcium, surtout quand il y a peu du premier 
par rapport au second. 

La coexistence des deux métaux dans les représentants de la 
nature minérale est done assez bien établie si l’on s’en tient au 
point de vue qualificatif, mais si on l’envisage au point de vue 
quantitatif, on est encore plongé dans une grande incertitude. 

Tenant compte de ces données et quitte a les compléter. par 
analyse quantitative de diverses substances naturelles, il m’a 
paru nécessaire, pour expliquer la présence de la totalité du 
magnésium rencontré dans l'eau de pluie, d’envisager la possibi- 
lité d’intervention de certaines poussiéres calciques trés communes 
et venues tantot de prés, tantét de loin. Parmi ces poussiéres, il 
ya tout d’abord celles qui, dans les grandes villes, résultent de 
Vusure de certains matériaux de construction, comme les pierres 
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de taille et le platre. Leur intervention ne peut avoir d’impor- 
lance que dans une zone peu distante de leur origine. Mais, il 
y a ensuite et surtout celles qui sont formées de carbonate de 
calcium, si largement répandu dans la nature, puis, accessoire- 
ment, celles de sulfate du méme métal. Les unes et les autres 
peuvent venir d’endroits trés éloignés de celui ot tombe la pluie. 

Paris et Grignon, lieux de mes récoltes météoriques, sont situés 
presque au centre d'une région territoriale étendue, caractérisée 
par l’existence d’assises puissantes de carbonate de calcium affec- 
tant la structure soit de craie blanche et friable ou pierre a chaux, 
soit de calcaire grossier, plus compact et plus résistant, servant 
de pierre a batir. Cette région est limitée approximativement a 
louest par la Bretagne, a lest par les Vosges et au sud par lc 
Massif Central. ElJe s’étend au nord jusqu’a la Belgique et nord- 
ouest jusqu’au bord de la Manche. En maints endroits, ses assises 
caleaires affleurent la surface du sol; en d'autres, elles sont 
recouvertes d’une couche plus ou moins épaisse de terre arable 
a laquelle leurs débris se mélent, parfois en proportions impor- 
tantes. Aux alentours de Paris, on trouve, en outre, répartis.d’une 
mamiére analogue, des banes de sulfate de calcium hydraté, bien 
connu comme gypse: ou pierre a platre. 

Il est logique de supposer que, sous l’influence du vent, des 
poussiéres extrémement fines de carbonate et de sulfate de calcium 
solent entrainées 4 une grande hauteur dans |’atmosphere et trans- 
portées loin de leur point d’origine, par exemple de la Normandie 
ou de la Champagne jusque dans la région parisienne. A la condi- 
tion de renfermer le calcium et le magnésium dans un rapport 
convenable, ces poussiéres pourraient apporter 4 ]’eau de pluie, 
si elles y parvenaient en quantités suffisantes, l’excédent du 
magnésium cherché. A Paris, les poussiéres provenant des maté- 
riaux de construction se comporteraient de la méme maniére, 
mais leur importance serait plus étroitement localisée. 

J’ai pensé qu’une étude comparative des proportions de magné- 
sium et de calcium présentes, d’une part, dans les échantillons 
d’eau pluviale que j’avais récoltés dans la région parisienne et, 
d’autre part, dans un certain nombre de roches et de produits cal- 
caires de provenances diverses pourrait jeler quelque lumiére sur 
la question. IJ en a, par bonheur, été largement ainsi : cette 
étude a permis, en effet, de préciser, ainsi qu’on Je verra un peu 
plus loin, la principale source du magnésium contenu dans Veau 
de pluie. 


A. Rapport Mg/Ca pans L’EAU pe pLuic. — Les échantillons 
d’eau examinés provenaient de J’ Ecole Nationale d’Agriculture de 
Grignon et de |’Institut Pasteur de Paris. Des détails ont été 
donnés en de précédents mémoires [3] sur les circonstances dans 
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lesquelles ces échantillons ont été recueillis. Je crois devour revenir 
cependant sur quelques-unes d’entre elles A cause de leur impor- 
tance dans |’interprétation des résultats obtenus. Auah 

Lorsqu’on récolte de eau de pluie par exposition a ]’air libre 
d’une éprouvette bien propre, comme cela a été le cas dans les 
expériences envisagées ici, il se rassemble toujours au fond une 
petite quantité de poussiéres, méme si ]’éprouvette est qauacée a 
10 ou 15 m. au-dessus du sol. Ces poussiéres sont formées surtout 
de matieres minérales, mais elles renferment aussi des germes 
microscopiques de nature végétale et méme animale. L’eau ne 
pouvant étre examinée au fur et a mesure de sa chute, mais apres 
des périodes de récolte assez longues, les germes se développent. 
principalement pendant les mois chauds et ensoleillés, et le dépot 
primitif s’accroit d’une quantité plus ou moins grande de petites 
algues vertes, au milieu desquelles vivent des bactéries, des cham- 
pignons et des infusoires. 

Ce développement a pour conséquence la fixation d'une partie 
des matiéres minérales primitivement dissoutes par les cellules 
vivantes. Lorsque, aprés la récolte, on filtre pour analyser le 
liquide, on ne peut done trouver dans celui-ci Ja totalité des 
matiéres qui étaient dissoutes dans ]’eau au ‘moment de sa chute. 
La partie manquante, passée dans le dépdt est, cela va de soi, 
dautant plus grande que les microorganismes ont eu plus de 
temps et de meilleures conditions climatiques pour se développer. 

On peut retrouver la partie minérale fixée par les cellules 
vivantes en analysant le dépét aprés incinération, mais on ne peut 
déterminer avec certitude dans quelle mesure les quantités de 
calcium et de magnésium que ]’on dose alors se partagent entre 
les cendres des cellules et le dépdt minéral. De sorte qu’en défi- 
nitive, bien que la proportion des matiéres minérales dissoules 
utilisée par les microorganismes ne soit pas considérable, les 
résultats des expériences sont d’autant meilleurs que le déyelop- 
pement de ces microorganismes est plus petit. 

Dans les expériences sur l’eau récoltée 4 Paris, on a pu réduire 
dans une large mesure le role génant des poussiéres insolubles et, 
sans ajouter d’antiseptiques, limiter Je développement micro- 
organique. Pour cela, on a exposé |’éprouvette sur une terrasse 
ou sur Ja toiture de Ja salle des machines de 1’Institut Pasteur, 
situées respectivement a 12 et 15 m. au-dessus du sol ; ensuite on 
a fractionné les récoltes annuelles en 4 périodes trimestrielles 
conséculives, 

Pour ce qui est des méthodes d’analyse mises en ceuvre, elles ont 
été décrites avec assez de détails dans les mémoires précités pour 
qu'il ne soit pas nécessaire d’ajouter ici a leur sujet. 

Ces quelques explications étant données, voici les résultats 
obtenus a partir des eaux de pluie récoltées A Grignon et a Paris. 
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Eau de Grignon, récoltée du 4er mai 1934 au 30 avril 1935. 


LIQUIDE DEPOT LIQUIDE + DEPOT 
Calcram:,.. 2. sIe. -s 0,0884 0.2029 0,2913 
Magnésium.. ... . 0,0043 \ 0,0339 0,0382 
MEENGA: ~0e, 4 BRO he's 0,0486 0,167 0,434 


ll est a remarquer que cette eau contenait beaucoup de pous- 
siéres d’origine terrestre A cause de la situation peu élevée de 
l’éprouvette au-dessus du sol, et, d’autre part, qu’en raison de la 
durée de la récolte, qui avait été d’une année entiére et au cours 
de laquelle la période d’insolation avait été plutot longue, les 
algues et autres microorganismes s’étaient assez fortement déve- 
loppés. 

Il a déja été démontré que la quantité de magnésium présente 
a l'état de dissolution dans cette eau ne pouvait venir des pous- 
siéres. I] reste & évaluer ce que les cellules vivantes ont fixé de 
magnésium ou, mieux encore, quelle modification elles ont pu 
apporter au rapport Mg/Ca. 

L’analyse des cendres du dépot a permis de doser 0,0382 g. de 
magnésium. I] n’est guére possible de savoir si ces 0,0382 g. 
provenaient entiérement du métal fixé par les microorganismes 
ou, en méme temps, de la présence dans le dépét d’une combi- 
naison calcique magnésifére ; on peut seulement dire, avec certi- 
tude, que les végétations microscopiques n’ont pas fixé plus de 
0,0382 g. de magnésium et que le rapport Mg/Ca n’a pu étre 
abaissé, au maximum, dans le liquide filtré, que dans Ja proportion 
correspondante 4 cevchiffre. 

Toutes les espéces vivantes ont besoin de magnésium pour se 
développer, mais de nombreuses espéces d’algues vertes microsco- 
piques, comme celles qui forment la partie la plus abondante du 
dépot organisé de l’eau récoltée au cours des présentes recherches, 
également de champignons et de bactéries, ont pu étre cultivées 
dans des solutions nutritives artificielles non iadditionnées de sel 
de calcium ou bien auxquelles on avait ajouté un oxalate alcalin, 
sel qui précipite le calcium. D’ou certains phytophysiologistes 
avaient conclu que si ces végétaux exigent la présence d’une pro- 
portion appréciable de magnésium pour édifier leur substance, ils 
sont capables de se passer complétement de calcium [4]. Une 
conclusion plus conforme 4 ]’état de nos connaissances actuelles 
aurait été que Jes végétaux considérés n’ont que de trés faibles 
besoins en calcium, inférieurs 4 ceux que pouvaient déceler les 
oxalates alcalins ; mais en ce qui concerne la détermination du 
rapport Mg/Ca dans ]’eau de pluie, on est en droit d’admettre 
qu’en raison de leurs besoins trés minimes en calcium, les micro- 
organismes développés dans les éprouvettes n’ont pu agir sur ce 
rapport qu’en le diminuant. 
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Eau de Paris, récoltée au-dessus de la salle des machines de 


l'Institut Pasteur, du 24 


septembre 1935 au 22 septembre 41936. 


LIQUIDE 


LIQUIDE DEPOT + pkpuT 
Calcium 1**trimestre..... 0.0209 0,0025 
Calcium 2° irimestre .... - 00183 (), 0062 
Calcium, 3° trimestres s:..1 35... > 0.0184 00007 
Calchtin? 22 ripiesuless a.) sens 0,0144 0 ,0006 
Soit en une année oa 0,00719. +, 0,0400" = 0,0847 
Magnésium 1°*'trimestre . 0,0048 00003 
Magnésium 2° trimestre. . . . 0,0042 0,0002 
Magnésium 3° trimestre.. . . 0,00:0 ),0004 
Magnésium 4° trimestre. . . . 0,002% 0,0607 
Soit en: ute: année 2-7 . 2%. 0,0064 + 0,0013 = 0,0077 
Ma/Ca an feta Gries ec atl ed ANS 0,0892 0,129 0,094 


Eau de Paris récoltée sur la terrasse de l'Institut Pasteur, du 


24 juin 1940 au 27 juin 1941. 
s LIQUIDE 
LIQUIDE DEPOT 4+) EPOT 
Calcium 1°Ttrimestre .... 0,039 0.0100 
Calcium 2° trimestre . . .. 0.066 0,0004 
Calcium 3° trimestre. . .. 0,096 0,0014 
Calcium 4¢ trimestre . . . . 0.4116 0.0016 
Soit en. ume année ..... 0,u317 + 0,0044 = 0,0364 
Magnésium 1¢'trimestre. . . 0,00036 0, 00002 
Maenésiuin 2° trimestre. . 0, 000N4 0, 00017 
Magnésium 3° trimestre. . . 0,00090 0,00034 
Magnesium 4°* trimestre. . . 0,00097 0.00044 
Soit en une année...... 0,00307 + 0,00112 =  u,uu42 
IMg/\Ca. Pie a, Ramcay hcp ets log neers 0,0985 0.252 0,117 
B. Rapport Mg/Ca pans LES ROCHES CALCAIRES. — Conformé- 


ment a l’idée directrice de ce travail, j’ai effectué les dosages de 
calcium et de magnésium dans une série de roches calcaires et de 
substances susceplibles, par leur abondance a la surface du sol 
ou leur emploi dans les constructions humaines, de produire’ des 
poussiéres pouvant étre transportées méme trés loin et dissoutes 
ensuite par Ja pluie. J’ai opéré successivement sur : 


Sept échantillons de craie blanche provenant : 

De la région parisienne (Meudon, Seine) ; 

De la Normandie (Hénouville, Seine-Inférieure) ; 

De la Picardie (Villers-Carbonnel, Somme) ; 

De la Champagne (Les Grandes-Loges, route de Chalons a 
Reims, Marne) ; (Bisseuil, route de Chalons a Epernay, Marne) ; 
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Du pays d’Othe (Druisy, Aube) ; (Sens, Yonne). 
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Sur un échantillon de craie grise ou craie marneuse, du Ruisseau 
de Jouanin (Landes). 

Sur une marne de Montreuil (Seine). 

Sur quatre échantillons de calcaire grossier ou pierre a bétir, 
dont deux de Saint-Maxim (un type de roche douce et un de 
roche ordinaire), et les deux autres d’Aulnoye-en-Perthois 
(Meuse) et de Billy (Aisne). Ces quatre types de pierres de taille 
servent a construire les facades d’immeubles. 

Sur deux échantillons de gypse, le premier de Montreuil, (Seine) 
et le second de Vaux-sur-Seine (Oise). 

J’ai examiné aussi un échantillon de blane de Meudon ou blane 
d’Espagne, produit obtenu a partir de craie blanche par broyage, 
lévigation, décantation, mise en pains et séchage 4 l’air libre. Ce 
produit sert principalement, comme on sait, au nettoyage des 
vitres. 

Enfin, j’ai analysé un échantillon de platre fin, résultant de la 
cuisson du gypse de Noisy-le-Sec (Seine-et-Oise). Ce platre pro- 
venait d’une des maisons les plus importantes de Paris; il est 
communément employé pour le revétement des murs. 

Pour les analyses, lorsqu’il s’est agi des carbonates calcaires, 
de la marne et du gypse, les échantillons ont d’abord été divisés 
en petits morceaux a l’aide d’un marteau de minéralogiste, puis 
ces morceaux réduits en poudre grossiére dans un mortier de por- 
celaine. Les prises d’essai ont été comprises dans tous les cas 
entre 0,20 g. et 0,25 g. Aprés déshydratation a l’étuve électrique 
a + 100-105°, voire au four 4 moufle pour le gypse et le platre, 
on a traité les prises d’essai par un léger excés d’acide chlorhy- 
drique, évaporé a sec, puis séparé successivement : Ja partie inso- 
luble (sable et silice), les oxydes de fer et d’aluminium, le calcium 
et le magnésium. On a suivi pour ces séparations quantilatives la 
méme méthode que pour l’analyse du résidu d’évaporalion des 
eaux de pluie filtrées et de la cendre des dépédts. A noler, toute- 
fois, qu’en raison de la quantité plus grande de calcium, Ja pré- 
cipitation de celui-ci a été faite par l’oxalate d’ammoniac dans 
un volume de liquide atteignant environ 100 c. c. Quant au magné- 
sium, il a été dosé dans Jes eaux-meéres de l’oxalate calcique (addi- 
tionnées des eaux de lavage) ramenées au poids final de 4 g. 
A titre de contrédle, j’ai fait en double les analyses du calcaire de 
Billy (sur deux morceaux différents du méme bloc) et du platre 
de Noisy- Je-Sec (sur deux prélévements d’un méme sac). Les 
résultats ont montré toute Ja concordance désirable. ; 

J’ai obtenu, en outre des dosages de l’eau, du sable, de la silice 
combinée, des oxydes de fer et d’aluminium, les chiffres suivants : 


C. — Comparaison pu RAPPORT Mg/Ca DANS L’EAU DE PLUIE ET 
DANS LES SUBSTANCES CALCAIRES. — Pour faciliter cette comparaison, 
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SUBSTANCES LOCALITES MAGNESIUM CALCIUM | Mg/Ca 
analysées 


1.0039 
0,0072 
0.0033 
0,0040 
0, 0047 
0,0043 
0,0033 
0,0048 
0.142 

0,0197 
0,042 

0,044 

0,040 

0,0127 
0,0124 
0,0072 
0,0105 
0,0039 
0,0105 
/ 0.0403 


Craie blanche. . . .|Meudon. 

Hénouville. 
Villers-Carbonnel. 
Grandes Loges. 
Bisseuil (1° analyse). 
Bisseuil (2° analyse). 
Druisy. 


ue wee ew 


Sens. 

Craie grise Ruisseau de Jouanin. 
Marne Montreuil. 

.|St-Maxim (roc. ord.). 
St-Maxim (roc. douce). 
Aulnoye. 

Billy (17° analyse). 

Billy (2° analyse). 
Montreuil. 
Vaux-sur-Seine. 
Blanc de Meudon. .|Veudon 

Platre Noisy-le-Sec (1'* analyse) 
Noisy-le-Sec (2° analyse). 


ve 


oooocoocoocooococcoecoucmclcOolhcO 
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il m’a paru commode de rassembler d’abord Jes résullats dis- 
persés dans les paragraphes précédents en un court tableau dans 
lequel, les rapports Mg/Ca étant multipliés par 100, les nombres 
expriment les quantités de magnésium présentes pour 100 de 
calcium. On a ainsi : 
Pour l'eau de pluie : 
Mg p. 100 pe Ca 


OL 
dans le liquide dans le contenu 


filtré de l'éprouvette 
Grisnon’; Pps <i cea) oe eee Soe ee ee 4,86 413144 
Paris (salle des machines), ......... § ,92 9,4 
Paris: (terrasse)}y es.) . ce toe Meme teen eaters 9,85 14a 


Pour les substances ealcaires : 
Mg p. 100 pe Ca 
a. a 
suivant en nombres 


les échantillons er a DIDS ronds 
Creiesblanchememca ene De 0,33 & 0,72 0,46 
Blanc de Meudon. . .... 0,39 Os 
Pierre ay Dating see ae. eee De 1,09 a 1,28 lee 12 
Craie marneuse...... 4,42 4,4 
Marnep- tae. it, 35. eee Aon 2,0 
GYPS@rapsas visas ew ae 0,60 et 0,74 0,67 0,7 
Blstrey eres eee ee 4,04 4,0 


On est immédiatement frappé, en examinant ce tableau, par la 
grande différence qui existe entre les chiffres fournis par l’analyse 
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de l’eau de pluie et ceux fournis par l’analyse des substances cal- 
eaires : il y a, en effet, beaucoup plus de magnésium par rapport 
au calcium dans leau météorique que dans les roches calcaires et 
dans les produits, comme le platre, qui dérivent de ces roches. Au 
heu de 9 4 10 parties en poids du premier de ces métaux pour 100 
du enae trouvées dans l’eau, il n’y en a plus, en effet, que : de 
0,33 A 0,72 dans la craie et le blanc de Meudon, environ 1,2 dans 
la pierre a batir, environ 0,7 dans le gypse et 1,0 dans le platre, 
1,4 dans Ja craie marneuse et 2 dans Ja marne. 

Cette différence présente au point de vue de l’origine du magné- 
sium contenu en solution dans |’eau de pluie une importance pri- 
mordiale. 

Aux grandes dilutions auxquelles les substances considérées 
sont présentes dans l’eau de pluie, le carbonate de calcium et, a 
plus forte raison, le sulfate, sont au-dessous de leurs limites de 
solubilité [5]; elles peuvent donc se dissoudre entiérement, sans 
modification du rapport Mg/Ca qui les caractérise. Tenant compte 
de cette circonstance, on voit qu'il n’est pas possible que ce soient 
des poussiéres de craie, par exemple, flottant dans l’atmosphére, 
a l'état libre ou en mélange avec les autres constituants de la terre 
arable, qui apportent a la pluie la totalité du magnésium qu’elle 
renferme lorsqu’elle arrive au sol. Sinon, au lieu d’y trouver de 
9 a 10 parties de magnésium pour 100 de calcium, on n’en trou- 
verait pas plus de 0,33 a 0,72. Et ce qui est évident pour la craie, 
Vest pour les autres roches calcaires, l’est encore pour le blanc 
de Meudon et pour le platre. 

Si, d’autre part, l’eau était capable de séparer du carbonate cal- 
cique nature] le carbonate magnésien qu’il emprisonne et qui est 
notablement plus soluble, on pourrait supposer qu’apres s étre 
saturée des deux espéces de combinaisons, elle continuerait 4 s’en- 
richir en magnésium au contact de nouvelles quantités de pous- 
siéres, jusqu’au rapport Mg/Ca trouvé a Paris et a Grignon. Mais 
alors, elle devrait contenir, a |’état indissous, |’excés correspon- 
dant du composé calcique. Or, dans aucune des expériences 
examen du dépét n’a justifié cette supposition ; il n’a révélé 
qu’une quantité de calcium trés inférieure a celle que Je calcul 
laissait altendre. 

Il faut done nécessairement admettre qu’une source de magné- 
sium s’ajoute a celle des poussiéres d’origine terrestre, d’abord 
considérée. Pour satisfaire aux conditions qualitatives et quanti- 
tatives du probléme 4 résoudre, cette nouvelle source doit ren- 
fermer une proportion Mg/Ca plus élevée que Je carbonate et le 
sulfate de calcium naturels. Elle peut étre trouvée dans les gdut- 
telettes d’eau de mer que les vents arrachent 4 la surface des 
vagues, surtout par les gros temps. Ces gouttelettes seraient, soit 

l'état liquide, soit aprés dessiccation plus ou moins avancée, 
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maintenues longtemps en suspension dans |’atmosphere et trans- 
portées a des distances d’autant plus grandes, toutes choses égales 
d’ailleurs, qu’elles seraient de dimensions plus réduites. Elles 
parviendraient ainsi en proportion encore pondérables jusque dans 
la région parisienne. Comme le rapport du magnésium au calcium 
dans l’eau des océans est, d’une maniére 4 peu prés constante, 
voisin de 3,16, c’est-a-dire des centaines de fois plus élevé que 
dans les roches calcaires, on voit que Ja condition de composition 
relative, rappelée plus haut, serait aisément remplie. 
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ETUDE, PAR ENREGISTREMENT PHOTOMETRIQUE. 
DU MODE D’ACTION DE.LA CORYLOPHYLINE 
ET DE LA PENICILLINE 


par P. BONET-MAURY et R. PERAULT. 


Les enregistrements sont effectués avec le bio-photométre différentiel 
de Bonét-Maury et Walen ; le germe choisi est Staphylococcus aureus 
en bouillon Truche (eau peptonée glucosée). 


CoRYLOPHYLINE. — Si la composition exacte de la corylophyline n’est 
pas connue, on sait que ce composé, extrait du Penicillium corylophy- 
lum (1) est une aéro-glucosodéhydrogénase (2) ; elle est douée, en pré- 
sence de glucose, d’une grande activité anti-bactérienne, car 4 la concen- 
tration de 10—® g./c.c. elle inhibe encore la croissance du 
staphylocoque en bouillon Truche. Le photométre enregistreur montre 
que cette action se traduit par des courbes trés différentes de celles 
obtenues avec les sulfamides (3). 

Lorsque la concentration en corylophyline est suffisante (10-+ 
g./c. c.), on observe un arrét complet de la prolifération, sauf pour 
un ensemencement massif (fig. 1 et 2). Mais cet arrét n’est que passager 
et la prolifération reprend son cours normal aprés une bactéviaslase de 
durée variable, pour atteindre finalement la méme conceiiration limite 
que le témoin (environ 10° germes/c. c.). 

Avec des concentrations en corylophyline plus faibles, on obtient de 
méme des courbes de croissance normales, mais décalées ‘lans le teinps 
par rapport au témoin, proportionnellement a la quantité de corylophy- 
line présente. La vitesse de prolifération apparait donc inchangée ; ceci 


(1) C. Levanit1, PEnau, PERAuLT et Ertcusen, C. R. Soc. Biol., 1943, 137, 359. 
(2) Pérautr et Gre, C. R. Soc. Biol., 1944, 138, 797. 
(3) P. Bonér-Maury et R. Pérautt, ces Annales, 1945, 74, 495. 
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peut s’interpréter soit comme une action bactéricide limitée 4 la piurtie 
sensible d’une population microbienne, la prolifération étant due aux 
germes « corylophylino-résistants », soit comme une inhibition tempo- 
raire de la croissance de tous les germes, suivant un mécanisme a 
éclaircir. Les expériences de Pérault et Greib (loc. cit.) sur l’arrét de 
la respiration microbienne en présence de corylophyline sont en faveur 
de la premiére hypothése ; cependant il faut remarquer que certaines 
bactériostases observées sont plus longues (vingt-quatre heures) que la 
croissance normale a partir d’un seul germe (dix a douze heures). Il 
faut donc admettre, méme avec la premiére hypothése, une inhibition 
temporaire des germes résistants avant qu’ils puissent normalement 
proliférer. 


Péntcrttine. — Nous avons utilisé soit de la Pénicilline américaine 
(Squibb, «Pfizer, Merck) mise 4 notre disposition par C. Levaditi, soit 
de la Pénicilline francaise préparée par MM. Pénau et Hageman suivant 
une technique qui sera décrite ultérieurement. 

Avec des ensemencements massifs (10 4 100 millions de germes/c. c.) 
et une concentration élevée en Pénicilline (100 unités Oxford ou 
10—+ g./c.c.) nous avons retrouvé, pour les premiéres heures, les 
courbes déja décrites par Nitti et Faguet (4). Elles traduisent une lyse 
nette du germe (fig. 3) ; l’éclaircissement de la culture est important 
et, en quelques heures, l’opacité est réduite 4 10 p. 100 de celle du 
témoin [fig. 4] (5). L’action de la Pénicilline est rapide et, contraire- 
rement aux sulfamides, arréte la croissance en quelques générations ; 
ceci est en accord avec le fait souligné par de nombreux auteurs que 
l’action de la Pénicilline ne dépend pas du nombre de germes ense- 
mencés. 

Si l’on poursuit l’enregistrement, on constate que la lyse s’arréte 
progressivement et, avec des concentrations en Pénicilline convenables 
(l0—-* g./c.c. ou 10 unités Oxf. et au-dessous) on observe, aprés 
une phase d’arrét, une reprise de la prolifération (fig. 4, 5 et 6). 

L’allure de cette croissance post-lytique est variable et dépend de la 
concentration en Pénicilline (fig. 5) ; les courbes montrent que le 
rythme de multiplication est profondément modifié et obéit a un 
processus complexe. On observe souvent une deuxiéme lyse, suivie 
d’une deuxiéme prolifération, donnant & la courbe une allure 
oscillante, 

La lyse initiale reste nette méme pour les plus faibles concentra- 
tions en Pénicilline (0,5x10 —7 g./c. c. ou 0,05 un. Oxf.) et ce 
fait permet (utiliser lenregistrement photométrique pour le titrage 
de la Pénicilline. 

Les courbes 4 et 5 ont ¢lé obtenues avec des ensemencements tels 
gupeuee cane fe ee c.) que les phénoménes observés 

e sensibilité de l’appareil. Avec des 


(4) Nirrr et Facurr, ces Annales, 1944, 70, 80. 


(5) Dans cette figure l’échelle des concentrations bactériennes est arithmé- 


) alns) mieux 
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Fic. 1. Action de la corylophyline sur le staphylocoqne. 


Fic. Action de la corylophyline sur le staphylocoque (faible inoculat). 
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Fic. 5. — Action de la pénicilline. 
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ensemencements plus faibles (fig. 6) la phase lytique initiale échappe 
a lenregistrement photométrique et on observe seulement la fin de 
la croissance post-lytique. Celle-ci apparait ici encore trés irréguliere, 
interrompue par une deuxiéme lyse et la concentration limite atteinte 
est toujours inférieure a celle du témoin (6). net 
Nous avons obtenu des courbes du méme type avec toutes les Pénicil- 
lines expérimentées, frangaise ou américaine et observé réguliérement 
les 4 phases principales décrites : arrét de la croissance, lyse, bacté- 
riostase, croissance post-lytique 4 rythme irrégulier, coupee par une 
deuxiéme lyse partielle. Ce travail résume 20 enregistrements, soit 
120 courbes relatives a la Pénicilline, suivies parfois plus de trois Jours. 
Les phénoménes observés sont trés complexes et on en est réduit 
aux hypothéses pour les interpréter. On peut supposer qu’une partie 
des germes résiste a ]’action lytique, mais se trouve atteinte dans son 


1.0090 ae ae oe 
7 


100 


Seay ee ee) Seek heen Pen Gee Rr Pa fot 
: 
so 
3 
z 
2 
4 PENICILLINE R...... COURBE NO 
= 6xio-& g/cm? 1 
107§ 2 
10 OFT 2 
6 «1075 _ a 
¥ cg ee Ss 


° 10 20° 3° 4° so 6° 7 
HEURES 


Fic. 6. — Action de la pénicilline. 


mécanisme prolifératif, qui fonctionne ensuite anormalement. On peut 
également penser que l’action lytique baisse avec le temps et que la 
croissance, poursuivant son rythme normal, se trouve, aprés avoir été 
initialement surpassée par la lyse, exactement compensée par elle 
(phase de bactériostase). Cette phase correspondrait & un équilibre 
dynamique entre la prolifération et la lyse, le nombre de germes 
produits étant a chaque instant égal au nombre de germes détruits. 
Les différents accidents de la courbe traduisent alors des déséquilibres 
temporaires dus 4 la prééminence passagére de l’une des deux actions. 
L’aspect ondulant de certaines courbes de prolifération post-lytique 
suggére également un rapprochement avec les courbes de diauxie de 
Monod (loc. cif.) c’est-’-dire une variation du pouvoir enzymatique et 
intervention successive de composés différents. 


(6) Si elle apparait identique sur la figure 6, cela vient de la faible sensi- 
bilité de la méthode optique pour les fortes opacités ; une variation de 1 a 
2 milliards n’est plus décelable sur un enregistrement. La concentration 
maxima est déterminée par numération directe, dans une cellule de Zeiss 


ou par oOpacimétrie avec notre photocolorimétre, muni du dispositif pour 
la mesure des troubles. 
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‘ConcLusion. — L’enregistrement photométrique montre que la Péni- 
cilline agit sur la prolifération du: staphylocoque in vitro, de fagon 
trés différente de celle de la corylophyline ou des sulfamides. La Péni- 
cilline est caractérisée par son action rapide, arrétant la croissance dés 
les premiéres générations et par son pouvoir lytique, méme aux 
concentrations minimes. La destruction des germes n’est pas compléte 
et aprés une bactériostase de durée variable, la. prolifération peut 
reprendre son cours, suivant un rythme irrégulier et sans que la 
concentration bactérienne limite du témoin soit atteinte. Cette reprise 
de la prolifération, jointe 4 1l’élimination rapide de la Pénicilline, 
justifie la fréquence des inoculations fixée par les cliniciens. Corylo- 
phyline et Pénicilline ayant chacune un diagramme photométrique 
typique, peuvent étre différenciées par ce procédé. 


(Unstitut Alfred Fournier. Service de Chimiothérapie.) 


PEUT-ON EN MATIERE D’ANTIGENE O DES BACTERIES, 
DISTINGUER DE FAGON ABSOLUE 
HAPTENES ET ANTIGENES « COMPLETS » ? 


par AnpréE BOIVIN et Atperr DELAUNAY. 


C’est 4 des constituants glucidiques que les antigénes O — respon- 
sables de l’apparition des anticorps O, 4 propriétés opsonisantes — 
doivent leur remarquable spécificité de type, du moins chez la grande 
majorité des bactéries. 

D’un type 4 l’autre d’une grande espéce bactérienne, les glucides 
spécifiques sont susceptibles de varier dans leur constitution.  Heidel- 
berger, Avery et leurs collaborateurs l’ont démontré pour les pneu- 
mocoques. De notre cété (1), nous l’avons signalé en ce qui concerne 
les tres nombreux types antigéniques distincts dans lesquels se diffé- 
rencient les colibacilles : d’un type 4 l’autre, on peut voir changer 
du tout au tout la teneur des polysaccharides spécifiques en pentoses, 
en acides uroniques, en hexosamines, etc..., telle que permettent de 
l’apprécier les réactions colorées caractéristiques de ces divers élé- 
ments glucidiques. L’étude des glucides spécifiques des bactéries offre 
ainsi au biochimiste une téche immense et fort délicate : invento- 
rier, dans chaque cas, les constituants libérables 4 l’hydrolyse et 
essayer ensuite de préciser leur mode de liaison ; c’est la méme tache 
gigantesque qui se présente déja dans l’étude des protéines, ot elle 
est si loin d’étre menée a son terme. 

On connait les vues classiques d’Heidelberger et d’Avery selon les- 
quelles les polysaccharides des pneumocoques, considérés a 1’état 


(1) A. Borvin et Y. Lenoutt, C. R. Soc. Biol., 1943, 137, 714. Nous nous 
proposons d’exposer prochainement, dans un mémoire détaillé, l’ensemble 
des résultats dont le résumé figure dans cette note préliminaire. 
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libre (2), seraient de simples haptenes, spécifiques mais non antige- 
niques, alors que dans les corps bactériens Jes memes polysaccharides 
figureraient en combinaisons pleinement antigéniques mals fort labiles. 
Toutefois, comme l’un d’entre nous l’a souligné ici-méme, dans un 
Rapport présenté au Premier Congrés des Microbiologistes de Langue 
frangaise (3), ce point de vue ne saurait étre maintenu dans toute sa 
rigueur. Absolument non antigéniques chez le lapin, les polysaccharides 
libres sont capables de présenter un certain pouvoir antigénique chez 
d’autres espéces, comme la souris et |’homme par exemple, et leur acti- 
vité se trouve nettement renforcée quand on les injecte adsorbés sur 
des particules inertes. 

Mais ainsi que l’un de nous l’a reconnu il y a dix ans (en collabora- 
tion avec L. et I. Mesrobeanu), les germes a « Gram négatif » se com- 
portent tout autrement que les pneumocoques. En effet, dans les pro- 
duits d’autolyse de ces germes ou encore dans les extraits trichloracé- 
tiques des mémes microbes, on peut mettre en évidence l’existence de 
principes dissous (nous les avons appelés complexes glucido-lipidiques) 
qui doivent bien leur spécificité 4 des constituants glucidiques mais qui 
se montrent aussi fortement et aussi régulitrement antigéniques que 
les corps bactériens eux-mémes et cela chez le lapin, la souris, | homme, 
etc... Par chauffage en milieu faiblement acide, ces puissants antigénes 
se décomposent en libérant les glucides auxquels ils doivent Jeur spéci- 
ficité ; or, comme nous l’avons vérifié 4 de nombreuses reprises, les glu- 
cides spécifiques ainsi libérés se montrent absolument non antigéniques 
chez le lapin et cela quelle que soit la voie d’injection utilisée (intra- 
cutanée, sous-cutanée, intrapéritonéale, intraveineuse). Toutefois, et pas 
plus que chez les pneumocoques, on ne saurait considérer les polysac- 
charides spécifiques libres comme de purs hapténes : la preuve nous en 
a été fournie par les expériences que nous avons poursuivies ces temps 
derniers et dans lesquelles nous avons mis surtout en ceuvre le bacille 
d’Aertrycke ou Salmonella typhi-murium (4). Voici l’essentiel de nos 
résultats. 

Utilisé en simple solution aqueuse et injecté dans le derme de la 
souris, le polysaccharide du bacille d’Aertrycke déclenche 1l’apparition 
d’une immunité appréciable 4 l’égard de l’infection expérimentale par 
ce germe. Lorsqu’on a recours au méme polysaccharide adsorbé sur 
hydroxyde d’aluminium, l’immunité obtenue est plus profonde et elle 
rappelle celle qu’on peut provoquer par vaccination A l’aide de l’anti- 
géne glucido-lipidique ou encore des corps bactériens tués correspon- 
dants. Malheureusement, la souris supporte assez mal l’hydroxyde d’alu- 
minium dans la peau : beaucoup d’animaux font de la nécrose locale 
et meurent en cours de vaccination. Quant A l’injection intracutanée 
sans adjuvant, elle est bien micux tolérée. Voici, a titre d’exemple, le 


(2) Cest-a-dire tels qu’ils se libérent spontanément des corps bactériens 
au cours des processus d’autolyse, ou tels qu’on les libére artificiellement 
par des traitements chimiques. 

(3) Ces Annales, 1938, 64, 426. Ce rapport contient la bibliographie de la 
question. _ 

(4) Nous avons fait connaitre, il y a un an environ, nos premiers résul- 


tats sur cette question, dans deux notes présentées lune a la Société de 
Biologie, Vautre A Académie de Médecine, 
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résumé d’une de nos observations, ayant porté sur des souris blanches 
d’environ 20 g. et provenant toutes d’un méme élevage. 

25 souris ont recu dans le péritoine et a la cadence de 2 injections 
par semaine, 8 doses d’antigéne glucido-lipidique du bacille d’Aertrycke 
(1, 2, 5, 10, 20, 50, 100, 200 milliémes de milligramme, soit au total 
388 milliémes de milligramme de produit toxique). Dix jours aprés la 
derniére injection, il demeurait 18 animaux. 

25 souris ont recu, dans la peau du dos et & la cadence de 2 injec- 
tions par semaine, 6 doses de polysaccharide du bacille d’Aertrycke 
(chaque dose valant 100 milli¢émes de milligramme, soit au_ total 
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600 milliémes de milligramme de produit non toxique). Dix jours aprés 
la derniére injection, il demeurait 19 animaux. 

25 souris ont recu de méme, sous la peau du dos, 6 doses du méme 
polysaccharide adsorbé sur hydroxyde d’aluminum [chaque dose repré- 
sentant 100 milliémes de milligramme de polysaccharide et 300 mil- 
liémes de milligramme d’hydroxyde d’aluminium (5)]. Dix jours aprés 
la derniére injection, il restait seulement 10 animaux. 

Les animaux vaccinés des trois lots et 15 témoins ont été infectés par 
inoculation intrapéritonéale (sans adjonction de mucine) de 40.000 ba- 
cilles d’Aertrycke vivants, provenant d’une souche de _ virulence 


(5) Voici la technique de préparation du produit injecté : solution de poly- 
saccharide de titre connu, quon additionne de Ja quantité calculée d’alun 
de potassium; en amenant le pli 4 7,5, on précipite Vhydroxyde qui 
entraine, de facgon pratiquement totale, le polysaccharide ; on recueille le 
précipité et on le met en suspension dans la quantité voulue d’eau. On 
injecte 0,2 c.c. dans le derme. 
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moyenne (une dizaine ou une vingtaine de fois la dose nécessaire pour 
tuer, en dix 4 quinze jours, la moitié des animaux). 

Le graphique ci-joint indique le nombre des survivants dans les 
quatre lots et cela pour chaque jour apres l’infection expérimentale, 
pendant vingt jours. La pente des courbes de mortalité est d’autant 
plus faible que l’immunité a été meilleure. ie 

L’injection intracutanée de polysaccharide dissous, chez le lapin, se 
montre inactive. Il n’en va plus de méme du polysaccharide adsorbé 
sur hydroxyde, qui se révéle antigénique (apparition d’anticorps O dans 
le sang), sans jamais atteindre toutefois, et & beaucoup pres, l’activité 
du complexe glucido-lipidique ou des corps bactériens tués correspon- 
dants ut'lisés par voie cutanée, péritonéale ou veineuse. L’ensemble 
de nos observations sur les souris et les lapins fera ]’objet d’un mémoire 
détaillé ultérieur. 

Ainsi donc, l’espéce animale choisie, la voie d’injection 4 laquelle 
on a recours et le mode de « présentation » de la matiére glucidique 
(en simple solution ou adsorhée sur un support inerte) interviennent 
pour décider de |’effet obltenu : immunisation énergique, médiocre ou 
nulle au moyen des polysaccharides libres. 

Dans une direction différente, un fait d’un immense intérét a été 
publié récemment, qui est venu prouver, lui aussi, qu’un polysaccha- 
ride libre est bien susceptible d’agir comme antigéne vrai. Pauling et 
Campbell (6) sont parvenus 4 obtenir la production d’anticorps in vitro 
et sans le concours d’aucune cellule, en soumettant de la y globuline 
normale a des actions dénaturanles ménagées s’exercant en présence 
d’un polysaccharide de pneumocoque. On peut penser, avec Pauling, 
que la globuline perd sa structure secondaire normale, pour en acqué- 
rir une nouvelle, résultant d’un certain moulage de la chaine poly- 
peptidique sur la molécule polysaccharidique. 

Tout conduit donc a estomper les frontiéres entre hapténes O et 
antigénes O et 4 abandonner quelque peu |’idée d’une struclure chimi- 
que particuliére conditionnant le pouvoir antigénique (par exemple 
constitution protéique), en faveur de la notion d’une fonction antigé- 
nique susceptible de s’exercer quand certaines conditions se trouyent 
réalisées. Peut-on apercevoir quelque chose de ces conditions ® 

On a de trés sérieuses raisons de localiser la formation des anticorps 
dans ces cellules conjonctives spécialisées qui, au total, constituent le 
systéme réticulo-endothélial. Or, il s’agit d’éléments a propriétés phago- 
cytaires et colloidopexiques remarquables, Tout porte A imaginer que 
Vélaboration d’un anticorps O doit étre précédée d’une capture, par 
les cellules R. E., du polysaccharide spécifique correspondant, repré- 
sentant le gabarit sur lequel viendra se meltre en forme la globuline 
normale pour se transformer en globuline-anlicorps. Vivants ou morts, 
les corps bactériens donnent aisément prise 4 la phagocylose et avec 
eux pénétre, dans les cellules R. E., le polysaccharide spécifique qu’ils 
portent a leur surface. Grace a sa taille moléculaire considérable, un 
ae glucido-lipidique libre est sans doute aisément fixé par colloi- 

pexie, puisqu’il s’avére aussi puissamment et aussi réguliérement 
antigénique que les bactéries totales. Quant aux polysaccharides libres, 


(6) Pauinc et Camps, Science, 1942, 95, 440 et J. exp. Med., 1942, 76, 211. 
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ils doivent probablement 4 une taille moléculaire plus faible d’étre plus 
ou moins difficilement fixés, selon les diverses espéces animales et de 
n’exercer ainsi qu’une action. antigénique médiocre ou nulle. Mais 
qu’on les adsorbe. sur un matérie] inerte aisément phagocytable et 
on renforce beaucoup leur pouvoir antigénique : on réalise alors un 
véritable « modéle » de bactéries. 


SUR LA CONSTITUTION CHIMIQUE 
DES ANTIGENES O DES BACTERIES 


par AnprE BOIVIN. 


Dans les corps bactériens des pneumocoques et d’aprés Heidelberger 
et Avcry, le polysaccharide spécifique serait uni & une protéine pour 
former un complexe antigénique particuliérement fragile: Si Goebel et 
Avery, s’inspirant des travaux de Landsteiner sur les azoproléines, 
ont pu synthétiser un antigéne artificiel, en copulant un polysaccharide 
de pneumocoque avec une protéine, on n’est pas encore parvenu a 
retirer un antigéne glucido-protéique des corps bactériens eux-mémes : 
quelque doux que soient les traitements mis en ceuvre, ces corps bacté- 
riens ne libérent que de simples polysaccharides et la méme situation 
a élé retrouvée chez de nombreuses autres bactéries a « Gram positif ». 
En réalité, les travaux plus récents de Dubos conduisent’ 4 admettre 
l’existence, dans les microbes, d’une liaison entre le polysaccharide et 
un matériel nucléique plutdt que protéique : en effet, de tous les 
enzymes, seule la ribonucléase est capable de supprimer le pouvoir 
puissamment antigénique des pneumocoques tués par Ja chaleur. 

Les recherches qu’en collaboration avec L. et J. Mesrobeanu nous 
avons poursuivies depuis 1933 nous ont ‘mis en’présence d’une tout 
autre situation, concernant les bactérieés 4 « Gram négatif ». Ici, en 
effet, les autolysats — soigneusement privés des corps microbiens — 
se montrent fortement antigéniques en méme temps que toxiques et 
ces propriétés biologiques se retrouvent dans certaines matiéres colloi- 
dales qu’on parvient & isoler soit des autolysats eux-mémes, soit des 
corps bactériens, grace 4 l’intervention de divers réactifs insolubilisant 
les prolé:nes. Dans ce but, nous avons tout spécialement utilisé l’acide 
trichloracétique et ce réactif nous a permis de retirer des microbes des 
complexes « glucido-lipidiques » gardant l’essentiel des propriétés anti- 
géniques et toxiques des microbes et de leurs autolysats (1). Les anti- 
génes toxiques ainsi isolés ont pour constituants essentiels — quanti- 
tativement parlant — une copule polysaccharidique spécifique (plus de 
la moitié du poids) et une copule phospholipidique (souvent autour 
de 20 p. 100 du poids). Dés nos premiéres recherches (2), nous avons 


(1) Voir, en particulier, C. R. Soc. Biol., 1933, 144, 307 et Rev.. Immunol., 
1935: 04, (553. 

(2) Voir, en particuier, notre premier Mémoire détaillé sur les antigénes 
des bactéries 4 « Gram négatif » : Arch. roumaines Path. exp. Microb., 1935, 
8, 45. 
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rencontré de petites quantités d’un troisitme composant de nature 
vraisemblablement polypeptidique, insoluble en milieu neutre ou acide, 
soluble en milieu alcalin et extrémement résistant a l’hydrolyse acide 
et enzymatique (trypsine). Nous l’avons considéré soit comme une 
impureté fonctionnellement inactive (polypeptide provenant des micro- 
bes, ou bien du milieu de culture, adsorbé sur l’antigéne colloidal), 
soit comme faisant réellement partie intégrante de la copule phospholi- 
pidique. Il nous était difficile de choisir entre ces deux possibilités, 
étant donné que notre procédé de clivage de l’antigéne, par chauffage 
en milieu acétique, nous conduisait, 4 cété du polysaccharide libre, non 
pas au phospholipide intact, mais 4 des produits de son altération 
(mélanges d’acides gras libres et de substances lipidiques saponifiables). 
En tous cas, l’antigéne ne pouvait étre considéré comme une protéine 
et le bien-fondé de notre point de vue a été pleinement confirmé par 
Raistrick et Topley (1934) et par Morgan (1937) lorsqu’ils retrouvérent 
des antigénes analogues en mettant en ceuvre des techniques bien diffé- 
rentes de la nétre. Ajoutons que si la technique 4 l’acide trichloracé- 
tique donne des résultats constants quant 4 la composition des com- 
plexes (teneur en sucres réducteurs et en acides gras libérebles a 
l’hydrolyse) lorsqu’on l’applique 4 une méme souche, elle peut conduire 
a des résultats assez largement variables d’une souche 4a J’autre d’une 
méme esptce bactérienne (d’un méme type antigénique). 

A V’heure actuelle, on dispose d’autres techniques pour la prépara- 
tion des antigénes des bactéries 4 « Gram négatif ». Les principales 
d’entre elles sont les suivantes : 

Méthode de Raistrick et Topley, reprise par Freeman (3) : diges- 
tion trypsique des corps bactériens suivie de précipitations fractionnées 
par l’alcool ; elle a été appliquée aux Salmonella ; 

Méthode de Morgan (4) : extraction des corps bactériens par le diéthy 
léneglycol suivie de précipitations fractionnées par l’alcool et par 1’acé- 
tone ; elle a été appliquée au bacille de Shiga ; 

Méthode de Miles et Pirie (5) : extraction par le phénol dilué, suivie 
de précipitations fractionnées par le sulfate d’ammonium et de centri- 
fugations fractionnées 4 grande vitesse; elle a été appliquée aux 
Brucella, 

De méme que la méthode 8 l’acide trichloracétique, ces méthodes nou- 
velles conduisent & des complexes antigéniques et toxiques solubles 
dans Peau et renfermant un élément polysaccharidique responsable de 
la spécificité, un élément phospholipidique que n’enlévent pas les sol- 
vants organiques usuels et un élément polypeptidique résistant éner- 
giquement aux enzymes protéolytiques et & l’hydrolyse acide. Mais des 
essais auxquels nous nous sommes livrés, il résulte qu’une méme sou- 
che peut conduire & des complexes assez variables selon la technique 


(3) Rarsrrick et Torrey, Brit. Journ. exp. Path., 1934, 45, 113. — FREEMAN 
CHALLINOR et Witson, Biochem. Journ., 1940, 34, 307. — FREEMAN et ANDERSON, 
og J., 1941, 35, 564. — Freeman et Puitpot, Biochem: J., 1942, 36, 340 
tee sae ee J., 1937, 34, 2003. Helv. Chim. Acta, 1938, 24. 469 — 

ORGAN et PARTRIDGE, Biochem. J., 1940, 34, 169 et 1941, 35. 11 as ; 
et Morean, Brit. J. exp. Path., 1940, 24, 180. ioe Spe 


(5) Mires et Piriz, Brit. J. exp. Path., 1939. 20. 83. 1 WB 
(HoNaaeiio Sha ie ; , 20, 83, 109 et 278 ; Biochem. J., 
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utilisée. En général, dans les complexes obtenus au moyen de la tryp- 
sine, du diéthyléneglycol et du phénol, 1’élément polypeptidique parait 
bien plus abondant (teneur en azote plus élevée) et 1’élément phospho- 
lipidique moins abondant (teneur moindre en acides gras) que dans 
les complexes préparés a l’acide trichloracétique. Nous nous proposons 
de publier un jour prochain le détail de toutes nos expériences, mais 
pour l’instant nous nous contenterons d’en détacher, A titre d’exemple 
particuliérement net, quelques données concernant une souche de coli- 
bacilles (CK,) : 

1° Uomplexe obtenu a4 l’acide trichloracétique : tue la souris a 
0,05 — 0,10 mg. (péritoine) ; sucres réducteurs, a l’hydrolyse = 57,2 
p. 100 (exprimés en glucose) ; acides gras, 4 l’hydrolyse = 20,2 p. 100 ; 
N total = 2,1 p. 100 ; polysaccharide isolé par chauffage en milieu acé- 
tique = 0,41 p. 100 d’azote (4 la réaction colorée = un peu d’hexo- 
samines) et 76,8 p. 100 de sucres. 

2° Complexe obtenu a la trypsine (méthode de Raistrick et Topley) : 
tue la souris 4 0,20 — 0,30 mg. ; sucres réducteurs = 31,4 p. 100 ; acides 
gras = 5,3 p. 100; N total = 6,9 p. 100. Polysaccharide isolé = 0,36 
p. 100 d’azote (un peu d’hexosamines) et 81 p. 100 de sucres. 

Ces deux complexes ne peuvent se distinguer quant 4 leur spécificité 
sérologique : chacun d’eux est capable d’éliminer, par précipitation, la 
totalité de l’anticorps O d’un sérum correspondant a l|’autre. Le pre- 
mier comporte une surcharge polypeptidique trés inférieure 4 celle que 
montre le second et s’avére plus toxique que ce dernier. Peut-on éta- 
blir, entre ces deux faits, une relation de cause a effet ? L’avenir le 
dira, mais nous le penserions volontiers étant donné que nous avons 
reltrouvé une situation analogue pour quelques autres bactéries. Tou- 
tefois, des recoupements nous paraissent encore indispensables avant 
de pouvoir formuler une conclusion vraiment ferme sur ce point. 

Deux des groupes d’auteurs cités ci-dessus ont cherché a dissocier les 
complexes par des moyens aussi doux que possible, afin de savoir quels 
sont ceux de leurs constituants qui sont vraiment nécessaires 4 1|’exer- 
cice du pouvoir antigénique. Malheureusement, les résultats obtenus 
s’opposent nettement. Travaillant sur les Brucella, Miles et Pirie affir- 
ment avoir éliminé complétement de leurs préparations toute matiére 
polypeptidique et ¢tre parvenus 4 un complexe glucido-lipidique anti- 
cénique. Expérimentant sur le bacille de Shiga, Morgan et Partridge 
aboutissent finalement 4 un complexe antigénique glucido-polypeptidi- 
que acido-soluble et libre de phospholipide, par une remarquable tech- 
nique basée essentiellement sur l’action dissociante du formamide. Mais 
d’aprés ces derniers auteurs, les fractionnements ne se déroulent pas de 
la méme facon selon qu’on part d’un complexe brut préparé au dié- 
thyléneglycol ou 4 l’acide trichloracétique ; nos constatations person- 
nelles concordent parfaitement avec cela, et c’est 14 un point sur lequel 
nous aurons A revenir ultérieurement. Enfin, il reste presque tout a 
préciser quant au sort de la toxicité des complexes 4 travers tous ces 
cssais de purification ; le seul point hors de doute est l’opposition abso- 
lue entre la toxicité des antigénes bruts et l’innocuité totale des poly- 
saccharides libres. 

Quand on rapproche les faits qui viennent d’étre exposés des données 
et des conclusions contenues dans la note précédente, on est conduit a 
se demander si l’un quelconque des auteurs est bien parvenu 4 isoler 
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Vantigene O, tel qu’il figure dans une baclérie... bien micux, on est 
amené a se demander si un tel isolement est vraiment possible, pour 
tout dire si l’antigene existe bien, au sens d’une substance chimique 
parfaitement individualisée (6). : : 

C’est qu’a l’heure actuelle on a de plus en plus de raisons de con- 
sidérer le protoplasma d’une cellule quelconque (et une bactérie n est 
autre qu’une cellule de taille minuscule et de constitution rudimen- 
taire) comme présentant une certaine structure physico-chimique, ses 
divers constituants macromoléculaires : protidiques, lipidiques, gluci- 
diques, etc., étant liés entre eux et orientés les uns par rapport aux 
autres grace a l’entrée en jeu de valences primaires d’une rupture plus 
ou moins facile, de valences secondaires diverses et de forces de cohésion 
de type des forces de van der Waals. Qu’on se souvienne, par exemple, 
entre de trés nombreux autres faits, de l’existence des « protéines de 
structure » mise en évidence par Bensley et par Szent-Gyérgyi. Sans 
donner par trop dans le paradoxe, on pourrait étre tenté de regarder 
une cellule comme n’étant formée, en derniére analyse, que par une 
molécule unique, mais une molécule supergéante et d’une prodigieuse 
complexité. Ainsi se trouverait lié et orienté, 4 la surface d’une cellule 
bactérienne, le polysaccharide responsable de la spécificité de type du 
germe, l’union immédiate se réalisant avec un matériel phospholipidi- 
que et polypeptidique dans le cas des microbes 4 « Gram négatif », avec 
un matériel nucléique chez les pneumocoques. Sous l’action des enzy- 
mes intervenant dans ]’autolyse des microbes ou sous l’action des divers 
réactifs qu’on vient a faire agir sur ces microbes, la partie superficielle 
de la structure bactérienne se trouverait brisée ; selon le cas, la rup- 
ture des fragiles liaisons qui sont en cause aboutirait soit a la libéra- 
tion totale du polysaccharide spécifique, soit 4 l’élimination du méme 
polysaccharide sous ]’espéce d’un complexe glucido-lipidique, glucido- 
polypeptidique, glucido-lipido-polypeptidique, etc. Ces divers frag- 
ments de l’ensemble « structuré » qu’était la cellule bactérienne se 
montreraient — toutes autres conditions égales — d’autant plus forte- 
ment et plus réguliérement antigéniques qu’ils sont de taille molécu- 
laire plus grosse et que, par ]4 méme, ils donnent plus aisément prise 
au pouvoir colloidopexique des cellules R. E. formatrices d’anticorps. 

Artefacts par rapport aux cellules bactériennes vivantes, les poly- 
saccharides libres et les complexes dans lesquels s’engagent ces poly- 
saccharides se retrouvent en dissolution dans les autolysats bactériens 
tels qu’on sait les obtenir au laboratoire et stirement aussi dans les 
autolysats spontanés qui se forment au sein des tissus infeciés. Hs sont 
les responsables essentiels des propriétés biologiques fondamentales de 
ces autolysats : pouvoir d’attirer les leucocytes (polysaccharides libres) ; 
toxicité et capacité d’entraver la diapédése des leucocytes (complexes) ; 
pouvoir anligénique (polysaccharides et surtout complexes). Par 1a-méme, 
ils perdent tout caractere d’artefacts relalivement aux bactéries telles 
SO! les rencontre dans les cultures et dans les tissus infectés, avec 
la réguliére coexistence qui les caractérise d’éléments Vivants et d’élé- 
ments morts en voie d’autolyse. 


(6) Nous avons posé déja cette question, il y a pres dun an, dans deux 
notes préliminaires & la Société de Biologie et A /’Académie de Médecine 
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_ ACTION DE L’ANEURINE SUR LA FRUCTIFICATION 
D'UN CHAMPIGNON DU GROUPE DES STILBACEES 


par J. MAGROU et H. MARNEFFE., 


On sait l’étendue du role joué par l’aneurine (ou vitamine B,) comme 
facteur de croissance a l’égard des organismes animaux et végétaux. 
Une circonstance fortuite nous a amenés a observer l’action de cette 
substance sur un Hyphomycéte de la famille des Stilbacées, et A entre- 
prendre un certain nombre de recherches dont nous allons rapporter 
les premiers résultats. 

Ce champignon se caractérise par la formation d’appareils conidio- 
phores agrégés ou « corémies » en forme de massues, hautes d’environ 
un centimétre, composées d’une tige plus ou moins gréle et d’une 
téte globuleuse jaune serin virant secondairement au vert. Nous réser- 
vons pour une publication ultérieure la description compléte et la 
détermination de cet organisme. 

Ce champignon a été isolé fortuitement, au cours d’essais de bou- 
turage d’une Hépatique (Pellia epiphylla) recueillie le long.d’un ruis- 
seau du bois de Chaville, sur le milieu minéral suivant : 


SO Meo InbO tem ase, cosh sare nell n ean Tmt Waan j 

SO,Na. 10 4,0 Qiks) Ge) ol bls “sy, Meh es? ’s PATS 5a RA SUETSIFP SER 

MOSK ars Meas dak. Sthttikatoees + Piya hae ie a 

Waritate nmeutre Wek olla). su ee ep oS 
Bem OARS VOr", mite rises Ele: meget \ 

eae SCE ee ene. 8 Rao te el iad 

COL me. eee etr ett te Cet ee 0,004 g. 
Bia a TU SINNED PT oo omen ee aes Ua Seem ee ls GS Ek oe ea 1,000 g. 
COIS MUN S Mos es ts Var Re At Ye dso push aes tae ie wae as 15g. 


ajusté & pH 6,4, glucosé 4 15 p. 1.000, et additionné d’acide indol-p-acé- 
tique et d’aneurine (produits Roche) aux taux respectifs de 10—® et 
de 1y88 par centimétre cube. 

I. — Un premier fait mis en lumiére au cours de nos observations 
est que ce champignon, en culture, ne forme son appareil conidien 
caractéristique que si les milieux qui lui sont offerts renferment de 
V’aneurine : le glucose est indispensable au développement du thalle, 
l’acide indol-p-acétique stimule netlement sa croissance, mais ni 1’un 
ni l’autre de ces corps n’est capable d’engendrer les corémies. C'est ce 
qu’objective le tableau suivant : 


4 
3 
- 
4 
“ 
: 
~ 
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DEVELOPPEMENt FORMATION 


j du thalle de corémies 
Milieu minéral simple (I).......... 0 0 
Milieu minéral glucosé (II) ......... + 0 
Milieu minéral glucosé + acide indol-2-acéti- 
CUM = (MUL ie ee IS ete +++ 0 
Milieu minéral glucosé + aneurine 1 y 88 (IV). +++ 444 


Milieu minéral glucosé + acide indol-s-acéti- 
que 10-9 + aneurine 1y88(V)......-. +++ sigh ie 
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Cette régle semble pouvoir comporter quelques exceptions ; nous 
avons obtenu par exemple une fois, sur le milieu II, le développement 
corémien. Mais il s’agissait d’une corémie unique, excessivement gréle, 
tableau contrastant absolument avec la richesse et le remarquable épa- 
nouissement des corémies réguliérement obtenues sur les milieux IV 
ie We 

Il. — Un second point a été établi : c’est que la formation des coré- 
mies est indépendante, au moins dans une large mesure, de la con- 
centration de l’aneurine dans le milieu. Pour nous en rendre compte 
nous avons ensemencé Je champignon sur milieu minéral glucosé addi- 
tionné d’aneurine aux différents taux suivants (en y par centimétre 
cube) : 

le série (progression arithmélique) : 0,72 — 0,90 — 1,09 — 1,27 — 
1,45 — 1,63 — 1,81 — 2 — 2,18 — 2,36 — 2,54 — 2,72. 

2° série (progression géométrique) : 0,04 — 0,08 — 0,17 — 0,35 — 
0,71 — 1,42 — 2,84 — 5,68 — 11,386 — 22,72 — 45,45 — 90,90. 

Dans tous les tubes le développement corémien s’est effectué dans le 
méme temps et avec la méme abondance. Nous nous proposons, dans 
des recherches ultérieures, de reculer encore les limites de ces gammes 
de variations. 

Ill. — Il était intéressant de rechercher si le champignon est capable 
d’opérer la synthése de ]’aneurine a4 partir de ses constituants, la pyri- 
midine et le thiazol. Dans ce but nous avons étudié son comportement 
en présence de ces corps, isolés ou associés, en les incorporant au 
milieu minéral glucosé 4 des concentrations sensiblement équimolécu- 
laires a celle de l’aneurine reconnue efficace dans nos premiers essais, 
soit 1 y 88 par centimétre cube (1). Les résultats obtenus ont été les 
suivants : 

Milieu minéral glucosé + pyrimidine 0 y 80 par centi- 
MIC TREICUIDG Wace vette he eee: Pe on ee ce eee ree Aucune corémie. 
Milieu minéral glucosé + pyrimidine 1 y 20 par centi- 
Metres cube) sccm cents et ees Soon we Ne ser lc eemeueen a Pas de corémies ou une 


oh seule corémie gréle. 
Milieu minéral glucosé + thiazol 0 y 83 par centimétre 


CUD Or ies se ede Nts cha ay none ch oes ee a Nombreuses corémies 


EY bien développées. 
Milieu minéral glucosé + pyrimidine 0 y 80 par centi- 
métre cube + thiazol 0 y 83 par centimétre cube . . Nombreuses  corémies 


oe : bien développées. 
Milieu minéral glucosé + pyrimidine 1 y 20 par centi- 


métre cube + thiazol 0 y 83 par centimétre cube . . Nombreuses  corémies 
bien développées. 


Comme on le voit le champignon, s’il est inapte a former par ses 
seuls moyens l’aneurine indispensable a sa fructification conidienne, est 


(1) La pyrimidine, pour se préter a la synthése biologique de l’aneurine, 
doit porter en position & soit un radical — CH,NH,, soit un CH,OH, soit 
un — CH,Br (A. Lworr); elle peut done avoir, “suivant la nature de 
ce radical, un poids moléculaire fort différent. C’est la raison pour laquel'e 
ignorant la composition chimique de la pyrimidine employée, nous lavons 
essayée aux deux concentrations équimoléculaires extrémes de 0 y 80 


(radical CH,OH, poids moléculaire 139) et de 1 « 20 i i 
moléculaire 202) par centimétre cube. : COS AESSOEP ES 
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par contre susceptible d’en réaliser la synthése partielle en opérant 
la combinaison de la pyrimidine et du thiazol, ou méme & partir du 


thiazol seul. Une telle synthése est impossible — ou d’un rendement 
insignifiant — si on ne lui offre que de la pyrimidine. 
IV. — Nous avons répété les recherches que nous venons d’exposer 


sur gélose peptonée glucosée. Celle-ci, lorsqu’elle n’est additionnée 
d’aucun facteur de croissance, se montre inapte 4 la production des 
corémies ; le champignon s’y développe sous la forme d’un thalle légé- 
rement plissé. En présence d’aneurine, et pour des concentrations de 
cette substance allant de 0 y 72 4 2+,72 par centimétre cube, les coré- 
mies se forment, mais avec des caractéres assez différents de ceux que 
l’on observe sur milieu minéral glucosé : elles naissent généralement 
couchées, et ne se redressent qu’au fur et 4 mesure de leur. croissance, 
— certaines sont isolées, et alors plus courtes, plus trapues, plus iné- 
gales, moins réguliérement ordonnées en cercles concentriques que sur 
le milieu minéral, — d’autres sont coalescentes et forment d’épaisses 
palissades rectilignes ou incurvées. Ces différences d’aspect sont peut- 
étre en rapport avec la nature de l’aliment azoté (Az organique au lieu 
de Az minéral). Nous espérons, grace 4 des expériences actuellement 
en cours, élucider ce point particulier. 

Par ailleurs l’emploi du milieu peptoné glucosé nous a permis 
de contréler d’une part le pouvoir que posséde le champignon de syn- 
thétiser l’aneurine aux dépens du thiazol, seul ou associé a la pyrimi- 
dine, d’autre part son incapacité a réaliser cette synthése a4 partir de 
la pyrimidine seule. 

En résumé, l’aneurine parait stimuler puissamment — et le plus sou- 
vent conditionner expressément — la fructification conidienne caracté- 
ristique du champignon étudié ci-dessus. Ce champignon est incapable 
d’effectuer la synthése endogéne totale de l’aneurine ; mais il est apte 
a combiner ses constituants, pyrimidine et thiazol, et 4 en réaliser la 
synthése partielle 4 partir du thiazol. 


(Institut Pasteur. Service de Phytopathologie et de Mycologie.). 


ESSAI DE MICROMANIPULATION 
CHIMIQUE COLORIMETRIQUE 
(SALICYLATE, SULFAMIDES) 

par J. BROWAEYS. 


Le but de la microchimie est d’effectuer des réactions chimiques sur 
des quantités de matiéres les plus restreintes possibles. Dans ]’étude 
microscopique des réactions colorées, il faut tenir compte des faits 
suivants : 

Lorsqu’un flux lumineux traverse une couche liquidienne colorée, le 
rapport entre l’énergie WO incidente et l’énergie WI 4 la sortie 
s’exprime par la formule : 


WO 
log. WI =K CE 


150 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


© étant la concentration du produit absorbant et E l’épaisseur inter- 
posée. K est une constante spécifique de absorbant. Hida athens 
Examinons le second terme de cette équation. Celui-ci see see * 
tionnel A la quantité de matiére pores et il faut en microchim 
‘teur soit le plus petit possible. ’ 
ge il aécrott eispastoetielinnaea! a la surface de pathres 
de la colonne liquide examinée par transparence. D’ou Meher ss 
d’employer des tubes capillaires examinés par une de leur extr pi ee 
illuminés selon leur axe. Grace 4 ce dispositif, l’épaisseur liqui Fe ha 
entreposée peut étre importante et permet aimsi a la réaction re 
visible aux taux faibles ot on la rencontre en pratique et ou elle fonc- 
j rmalement. ‘ 
ries n’avaient pas échappé a Emich et Alber qui avaient entrevu 
l'emploi de ces tubes pour l’examen des solutions colorées. Cependant, 
ils ne semblent pas avoir envisagé la manipulation chimique en elle- 


pipette capillaire. Objectif: 


Chambre 


Fie. 4. 


méme, qui doit s’effectuer elle aussi 4 une échelle microscopique corres- 
pondante. 

Pour ces raisons, nous avons abouti aux solutions simples suivantes : 

Un cylindre en tube capillaire de 150 4, de diamétre intérieur et de 
5 mm. de diamétre extérieur contiendra la solution A examiner. Il a 
une hauteur de 2,5 mm. et a été parfaitement poli sur ses deux surfaces 
de section afin d’empécher la diffraction de la lumiére A leur contact. 
Il posséde, par construction, ces deux surfaces polies rigoureusement 
perpendiculaires 4 l’axe du capillaire. Il repose enfin, comme 1l’indique 
la figure, sur deux cales de verre qui l’isolent du support fixé dans le 
chariot de la platine du microscope. Les rayons incidents paralléles, s’ils 
sont bien dirigés selon l’axe, iraversent donc la totalité de la solution, 
sans subir de réflexion parasite et viennent éclairer réguligrement J’ori- 
fice supérieur du capillaire. 

Pour éviter la production de ménisques aux deux extrémités de la 
colonne liquide, nous pouvons employer des fragments de lamelle de 
tecouvrement, mais afin de ne perdre aucune trace de liquide, nous 
préférons faire déborder légérement le liquide du conduit a l’aide de 
la pipette de remplissage, solution beaucoup plus simple. 

De cette fagon, nous avons réalisé une petite chambre, se prétant aisé- 


A 
4 
3 
a 
% 
: 
A 


Le 
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ment 4 la détection de produits colorants, méme dilués a des taux 
faibles, et dont le volume de 50.000.000 de 3 correspondait A 50 y d’eau 
distillée. 

TI] ne restait plus qu’ effectuer la réaction chimique en elle-méme : 

Pour ce faire, nous avons tout d’abord confectionné, 4 la main, sur 
un microbrtileur, des tubes capillaires de 60 yu de diamétre intérieur, 
4 paroi assez épaisse, pour assurer la rigidité nécessaire, sur une lon- 
gueur de 2 cm. Cet étirage 4 la main permet d’obtenir une section pra- 
tiquement uniforme sur toute cette longueur. Enfin, le tube est coudé 
a 45°, 4 2 ou 3 mm. de son embouchure ; cette derniére opération 
3effectue, soit 4 la microforge de Fonbrune, soit avec l’appareil simplifié 
que nous avons décrit avec Bretey. Finalement, le volume total de la 


Shame Oe i! 


Condensateur. 


Miroir 


pipette est légérement supérieur a celui de la chambre qu’il ‘faudra 
remplir. 

Afin de pouvoir controler et mesurer l’entrée des liquides dans les 
capillaires, nous avons fait appel a l’huile de paraffine, préconisée par 
Comandon ; celle-ci introduite dans un premier temps, dans le capil- 
laire, sert de frein, et l’index se déplace lentement et avec streté. 

La longueur du capillaire ayant été volontairement choisie assez 
importante (2 cm.), afin d’augmenter la précision des mesures, il fallait 
donc pouvoir suivre l’index d’huile jusqu’au bout de sa course sans pour 
cela déplacer la pointe de la pipette. 

Pour ces raisons, nous avons créé un systéme de projection extré- 
mement commode, et dont voici le schéma ; 

Il suffit A l’observateur qui effectue une opération avec ]’extrémité 
de l’instrument de lever les yeux pour apercevoir, 4 30 cm., sur 
le verre dépoli, l’image agrandie du tube capillaire, et ceci, sur toute 
sa longueur. 
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En outre, une regle graduée orientable, placée sur le dépoli, permet 
de faire une mesure des quantités introduites dans le capillaire. : 

Aidé d’un dispositif placé dans Je chariot de Ja platine et qui: souléve 
les godets contenant les réactifs, on peut faire plonger l’extrémité des 
pipettes, sans les déplacer, et ainsi effectuer les réactions trés aisément. 

Prenons maintenant un exemple : soit A effectuer la recherche 
du salicylate de Na en solution, qui donne une coloration violette, dans 
un tube A essai, jusqu’’ une dilution de 1/200.000 avec le perchlorure 
de fer. 

Montons d’abord le capillaire, la pointe en bas, sur le micro- 
manipulateur, par exemple celui de Fonbrune. Soulevons le godet ct 
laissons rentrer dans le capillaire un peu de la solution de FeCl3 au 
1/100 sur une longueur de 2 ou 3 mm. Absorbons ensuite, de la méme 
facon, la solution d’acide salicylique sur 2 cm. Ceci fait, manoeuvrons 
le micromanipulateur et appuyons l’embouchure du capillaire sur la 
lame propre examinée ad l’aide d’un grossissement de 100 a 200 dia- 
métres. Soufflons alors, le liquide sort rapidement et forme une petite 
gouttelette que nous réaspirons rapidement, et que nous reformons 


Pipetle 


Aa p= ae an a 
Aas. 7/ 


Fic. 3. 


deux ou trois fois. Ces brassages étant effectués, il ne reste plus qu’a 
remplir la chambre colorimétrique en remplacant sur la platine, la 
lame, par le dispositif porte-chambre. 

On remarquera que, dans cette technique trés simple, nous avons 
négligé de protéger contre l’évaporation, la microgoutte par de l’huile 
de vaseline. On peut cependant employer cette derniére dans tous les 
cas ou les solvants colorimétriques ne sont pas des solvants organiques. 

Le remplissage de la microchambre s’effectue ensuite par son orifice 
supérieur en faisant déborder légérement le liquide pour éviter les 
ménisques ; et la lecture se fait immédiatement. Elle nous a permis 
de constater que la coloration obtenue avec une solution au 1/10.000 
d’acide salicylique se lisait encore parfaitement sous l’objectif. 

Comme on peut le constater, ce taux correspond & moins de 5 mg. 
dans Ja prise d’essais, chiffre qui montre toute la sensibilité de 
la méthode. 

La recherche des sulfamides nous a permis de diminuer encore la 
quantilté de substance nécessaire pour obtenir une coloration visible. 
On sait que la réaction de recherche des sulfamides est basée sur une 
diazoréaction suivie d’une copulation avec un phénol. Depuis les tra- 
vaux de Tréfouél en 1940, ce phénol a été remplacé par le N naphtol 
N’diéthylpropylénediamine qui donne un azoique stable en présence 
de thymol en milieu alcalin. 


La réaction présentée sous cette forme est d’une sensibilité trés 


as? BN Pee RN 
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grande, puisqu’elle est encore trés nette au 1/1.000.000 dans un tube 
a essai, et, d’autre part, trés stable. 

Nous avons donc suivi cette méthode de la facon suivante : 

Absorption de 8 parties d’une: solution de sulfamidé libre au 1/50.000 
dans le tube capillaire. 5 

Absorption de 2 parties d’acide trichloracétique 15 p. 100, suivie de 
1 partie de nitrite de.Na a1 p. 1.000. 

Brassage de la gouttelette sur lame, suivi de trois minutes d’attente. 

Absorption de 1 partie de sulfamate d’NH* a 5 p. 1.000, suivie d’un 
brassage et de trois minutes d’attente. 

Enfin, absorption et brassage avec 1. partie de réactif IV 4 1 p. 1.000. 

La solution injectée dans la chambre colorimétrique, aprés trois 
minutes, montrait la coloration rose spécifique du colorant, d’une facon 
trés nette. 

Si l’on effectue les calculs, on s’apercoit que la quantité de sulfamide 
dans la prise d’essai était d’environ 1 mg. Ce chiffre nous montre 
encore une fois la haute sensibilité de cette méthode, puisque tout 
récemment F. Nitti et Y. Joyeux, opérant avec le photométre de Meu- 
nier, ont pu montrer que le minimum de sulfamide décelable avec cet 
appareil était de ]’ordre de 1/4 de y, ce qui correspond 4 1/2 graduation 
de ce photométre. 

Notons, enfin, pour terminer, que les caractéristiques d’épaisseur et 
de largeur indiquées pour les chambres ne sont que des indications 
que nous pouvons modifier dans d’assez ‘larges mesures. Peut-étre 
pourrons-nous un jour effectuer de véritables dosages colorimétriques 
avec des chambres analogues. 


CULTURE DU BACILLUS MEGATHERIUM 
EN MILIEU SYNTHETIQUE GLUCOSE 


par Norsert GRELET. 


En vue de continuer 1]’étude du métabolisme du Bacillus mega- 
therium (1), il nous a paru intéressant d’en réaliser la culture sur 
milieu liquide synthétique. 

Technique. — Le B. megatherium de la souche M de Lemoigne, 
aérobie strict, ne forme pas de voile ; faute d’aération suffisante, il ne 
pousse pratiquement pas si l’épaisseur du liquide dépasse quelques 
millimétres ; l’insufflation d’air par une lame de verre fritté permet 
la croissance mais s’accompagne d’une production de mousse génante ; 
si le milieu liquide est en couche mince immobile (1 mm. d’épaisseur), 
des colonies se forment isolément comme sur un milieu solide. Nous 
avons finalement adopté la technique d’agitation (2) : 100 c.c. de 
milieu dans un Erlenmeyer de 500 se présentent sous une épaisseur de 


(1) P. Herrzmann et N. Grerer, C. R. Ac. Sci., 1943, 246, 694 
(2) J. Monon, Actualités scientifiques et industrielles, Wermann, 6éd., 
Paris, 1942, 911. 
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2 cm. ; lagitateur, installé dans une chambre étuve 4 30°, :imprime 
un mouvement pendulaire d’amplitude 20 cm., de période une seconde. 

La croissance est repérée soit par mesure du trouble au moyen 
de l’électrophotométre de Meunier, sur une dilution au 1/100 (faite 
avec un échantillon de quelques centimétres cubes, prélevé aseptique- 
ment en cours d’expérience), soit par mesure du poids sec 4 la fin de 
l’expérience (centrifugation, lavage, centrifugation, dessiccation a 110°). 
Dans les cultures jeunes constituées de batonnets, le poids sec pour une 
division de ]’électrophotométre est environ deux fois plus fort que dans 
les cultures épuisées constituées de spores ou de débris : méme en 
tenant compte de cette remarque, la mesure du trouble ne permet pas 
d’avoir le poids sec & mieux que 20 p. 100 prés ; mais elle permet de 
suivre commodément 1’évolution de Ja culture. 


Composition du milieu. — Nous avons pu faire 8 passages successifs 
sur le milieu suivant dont le pH aprés stérilisation est de 5,1 + 0,1 


7H,0 


SO,Fe, 


En milligrammes.........{ 300 | 13 | 3 | 3 |41.000/6.000 


| 


En millimolécules 3,66 | 0,06 | 0,01 | 0,01 40 1 33.3 


Pour 100 c.c. de source. 


Le fer est indispensable. Son absence ou sa pénurie arrétent la crois- 
sance et provoquent la sporulation. 

Le remplacement de |’eau de source par de l’eau bidistillée sur Pyrex 
affecte la morphologie des bactéries (batonnets 4 extrémités atténuées 
ou pointues, formes en coin) et provoque des irrégularités dans la crois- 
sance : l’amélioration de la formule ci-dessus parait donc devoir étre 
recherchée dans le sens des éléments oligodynamiques apportés par 
l’eau de source (calcium en particulier). 

Les teneurs initiales du milieu en nitrate et en glucose ont été choisies 
assez grandes pour ne pas limiter la croissance. 

Résultats. — Le poids sec de la plus forte récolte obtenue sur ce milieu 
est de 1.300 mg. pour 100 c. c. ; ce maximum est atteint soixante-douze 
heures aprés le début de l’expérience, quarante-huit heures aprés le 
démarrage de la culture. : ‘ 

Notons que cette densité bactérienne de culture est du méme ordre 
que la densité réalisée dans nos précédentes expériences (1) par mise 
en suspension de bacilles lavés non proliférants, & raison de 10 000 mg 
de poids frais, soit environ 1.000 mg. de poids sec pour 100 can ‘a 
vd ee amet n’a pu jusqu’ici étre rendue constante. L’exis- 

: P. itique a 4,4 sépare deux types d’évolution que nous 
avons observés au cours d’une méme expérience sur des cultures voi- 
sines, menées de facon semblable y 


= 
= 
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Les unes, dont le pH tombe au-dessous de 4,4, cessent toute croissance, 
demeurant. parfois & un faible degré de développement ; ; le glucose en 
excés reste inutilisé ; on constate au microscope que les bAtonnets 
deviennent gréles, petits, vidés de leurs inclusions réfringentes. 

Les autres,: au contraire, qui s’acidifient moins, atteignent un 
maximum de densité bactérierine dont le facteur limitant semble étre 
Vencombrement du milieu ; puis, le glucose une fois épuisé, les acides 
organiques accumulés lors de l’acidification sont a leur tour utilisés, 
et le pH remonte vers 8,0 et 8,5 ; le trouble s’atténue alors ; les bac- 
téries de ces cultures optimales épuisées (au dela de cent heures) 
subissent un processus de vieillissement différent de la sporulation : 
les unes se pulvérisent en chapelets de granules qui s’isolent, tandis 
que quelques autres deviennent des formes géantes A extrémités 
pointues. 

Nous avons cherché, sans y parvenir, 4 rendre constante cette seconde 
éyolution en élevant les pH initiaux, ou en augmentant l’effet tampon. 

Avec une teneur en phosphate de 500-mg. pour 100 c..c., le démar- 
rage des cultures a lieu pour des pH initiaux, ajustés avec SO,H, 
ou. KOH, compris entre 4,8 et 7,2. La période de latence est d’environ 
vingt-quatre heures pour pH 5,0; quarante-huit heures pour pH 7,0 ; 
et atteint parfois soixante-douze heures pour pH 7,2. 

La teneur en phosphate peut étre baissée jusqu’éA 50 mg. ; la tolé- 
rance aux pH initiaux augmente alors : pour pH 7,8, le démarrage se 
produit en moins de vingt-quatre heures. Par contre, avec 1.000 mg., 
& pH 5,1, la latence dépasse vingt-quatre heures ; et avec 2.000 mg. 
la culture ne démarre plus quel que soit le pH. 

Le choix de l’aliment azoté est commandé par l’évolution des pH. En 
effet l’acidification est accentuée avec SO,(NH,),, n’est pas influencée 
avec CO,(NH,), ou urée ; est neutralisée partiellement avec NO,K. Mais 
toutes ces substances azotées sont utilisables. 

Par contre, le nitrite et la semi-carbazide, 4 raison de 6 millimolécules 
pour 100 c. c., non seulement ne sont pas utilisés, mais encore inhibent 
la croissance en présence des aliments azotés précédents. 

Pourtant le nitrite peut apparaitre aux dépens du nitrate : la réaction 
de Griess le met alors en évidence en petites quantités de l’ordre de 
0,001 millimolécule pour 100 c.c. En particulier nous l’avons trouvé 
souvent juste a la fin de Ja période de latence alors qu’aucun trouble 
n’est encore sensible ; quelques heures aprés, le trouble apparait, et 
toute trace de nitrite disparait: Il semble donc y avoir succession, dans 
la réduction du nitrate, d’une phase d’induction et d’une phase d’état. 

D’autre part, nous avons aussi vu parfois apparaitre le nitrite aprés 
épuisement du glucose, pendant l’utilisation des acides organiques 
accumulés. 

Nous avons recherché Ja nature de cette acidité organique consécutive 
A la métabolisation du glucose : dans un cas ot le pH est tombé de 7,1 
4 4,3, l’acidité totale & la phtaléine, calculée en acide acétique, est de 
650 mg. pour 100 c. c. Or, l’acide acétique est bien le seul acide entrai- 
nable par la vapeur d’eau (courbe de Duclaux), mais la culture n’en 
contient que 153 mg. pour 100 c. c. Le reste de l’acidité est due a des 
acides organiques fixes: 

D’autre part, nous avons isolé des corps bactériens, par la technique 
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habituelle (3), le lipide Q-hydroxybutyrique (produit Y de Lemoigne), 
qui se forme en milieu liquide, agité, aussi bien ou mieux que sur 
milieu solide. 

Conclusion. — La mise au point d’un milieu synthétique pour le 
Bacillus megatherium et les observations auxquelles elle nous a conduit, 
nous permettront de développer des recherches sur la sporulation, la 
réduction des nitrates, l’utilisation des aliments carbonés et la synthése 
du lipide @-hydroxybutyrique. 


Les communications suivantes paraitront en Mémoires dans les 
Annales de l’Institut Pasteur : 


Recherches sur la chimiothérapie associée a la désensibilisa- 
tion en tuberculose expérimentale, par B. Kreis. 


Etude sur les composés solubles de la réaction de précipitation 
spécifique (anticorps de cheval-polyoside du pneumocoque 
type VIII), par P. Graspar et J. Oupin. 


Séance du 7 décembre 1944. 


Présidence de M. N&EGRE. 


COMMUNICATIONS 


POUVOIR PATHOGENE 
DES CULTURES TUBERCULEUSES DU TYPE HUMAIN 
ET BOVIN ADDITIONNEES D’HUILE D’ARACHIDE 


par J. SOLOMIDES. 


Nous avons étudié le pouvoir pathogéne d’une culture de bacilles 
tuberculeux du type bovin sur pomme de terre glycérinée additionnée 
de 1 c.c. d’huile d’arachide. Dans les cultures ainsi traitées, on assiste, 
ainsi que nous l’avons déja montré (1), a une désintégration’ ou oléo-lyse 
progressive des corps microbiens (formes granuleuses acido-résistantes’ 


(3) M. Lemorcne et N. Roukuetman, Ann. Ferm., 1940. 5. 52 
(1) C. R. Soe. Biol., 1940, 433, 590. re 5 9, 527, 
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pendant les dix premiers jours, puis, apparition de formes granulaires 
acido et non acido-résistantes en nombre considérable et, enfin, de 
substance cyanophile enveloppant quelques rares bacilles acido-résis- 
tants). Nous avons inoculé a plusieurs reprises 3 mg. de notre culture, 
chaque fois sous la peau de 2 cobayes. Les résultats de ces inocula- 
tions pratiquées a des dates de plus en plus éloignées du moment ou 
Vhuile fut introduite dans la culture peuvent étre schématiquement 
résumés de la facon suivante : 

a) Phase granuleuse, c’est-a-dire période pendant laquelle les cul- 
tures bovines oléo-lysées contiennent surtout des bacilles acido-résis- 
tants granuleux non homogénes. Pendant cette période, sur les 
4 animaux inoculés, soit le deuxiéme, soit le troisiéme jour aprés ]’addi- 
tion de Vhuile, 2 sont morts de tuberculose généralisée en trente et un 
et trente-trois jours respectivement et 2, d’infection secondaire. De 
méme les animaux témoins inoculés par voie sous-cutanée avec 3 mg. 
de la méme culture bovine non additionnée d’huile sont morts de tuber- 
culose généralisée en vingt-neuf, trente-et-un ‘et trente-trois jours 
respectivement. 

b) Phase granulaire succédant 4 la précédente et caractérisée par la 
grande richesse des cultures. bovines oléo-lysées en granules: acido et 
non acido-résistants. Pendant cette période, c’est-a-dire entre le dixiéme 
et le vingtiéme jour, 8 cobayes ont été inoculés 4 des dates différentes. 
(Les dixiéme, treiziéme, seiziéme et vingtiéme jours aprés l’addition 
d’huile 4 la culture étudiée) et @ raison de 2 animauz chaque fois. 
7 des animaux ainsi traités sont morts prématurément en treize a 
vingt-deux jours et leur autopsie n’a révélé aucune lésion viscérale appa- 
rente. Les frottis du foie, de la rate et du poumon n’ont permis de 
mettre en évidence Ja présence d’aucun microbe ou bacille. Seuls les 
ganglions inguinaux et dans certains cas les ganglions lombaires ou sous- 
hépatiques étaient légérement hypertrophiés, durs, mais non caséifiés. 
Le huitiéme de ces cobayes, qui avait été inoculé vers la fin de cette 
période granulaire, c’est-a-dire vingt jours aprés 1]’addition d’huile 4 
la culture, est mort en quatre-vingt-neuf jours et présentait a l’autopsie 
des lésions congestives importantes de la rate qui était énorme et friable, 
des poumons et des surrénales, lésions sur lesquelles nous reviendrons 
un peu plus loin. Les ganglions inguinaux, lombaire et sous-hépatique 
étaient petits et durs, non caséifiés. Les frottis de la rate montraient 
quelques rares bacilles, mais ceux du poumon et du foie étaient négatits. 

c) Phase & substance cyanophile succédant 4 la phase granulaire, 
caractérisée par la richesse relativement grande en substance cyanophile 
des cultures bovines additionnées d’huile depuis vingt a4 trente jours. 
8 cobayes ont été inoculés pendant cette phase a des dates différentes, 
(les trentiéme, trente-septiéme, soixante-quatriéme et quatre-vingt sep- 
tiéme jours aprés |’addition d’huile) et & raison de 2 animaux chaque 
fois ; 1 est mort d’infection secondaire, 3 en vingt-deux, quarante- 
deux et quarante-cing jours et 4 ont survécu plus de soixante-douze, 
soixante-deux et quarante-cing jours respectivement et n’ont pu étre 
suivis plus longtemps: Les 3 cobayes morts en vingt-deux, quarante- 
deux et quarante-cing jours présentaient a l’autopsie, des lésions 
congestives ou hémorragiques trés importantes. La rate était forte- 
ment congestionnée, trés molle et considérablement augmentée de 
volume. Les poumons ainsi que Jes surrénales et, parfois méme, les 
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reins étaient tres congestionnés. En dehors de l’animal mort en qua- 
rante-cing jours, aucun de ces animaux n’a présenté de granulations 
sur les poumons dont les frottis ne montrérent la présence d’aucun 
microbe ou bacille. L’examen anatomo-pathologique des organes d’un 
de ces cobayes a surtout révélé l’existence d’un cedéme hémorragique 
des poumons et d’une congestion intense du foie. . 

Nous avons aussi étudié le pouvoir pathogéne d’une culture de 
bacilles tuberculeux humains sur pomme de terre additionnée de 1 c. c. 
d’huile d’arachide. Ainsi que nous l’avons déja montré (1), le processus 
désintégrant de l’huile ne gagne pas simultanément, comme dans le cas 
des cultures bovines, toute la surface dé la pomme de terre, mais pro- 
gressivement, au bout de vingt-huit jours environ. A ce moment, les 
cultures humaines ainsi traitées sont trés riches en substance cyano- 
phile et relativement pauvres en granules. C’est précisément 4 partir 
du vingt-huitiéme jour que nous avons inoculé périodiquement 2 mg. 
d’une de ces cultures sous la peau de 2 cobayes chaque fois. 16 cobayes 
ont été ainsi traités: 4 autres animaux inoculés avec 2 mg. de la méme 
souche bacillaire sur pomme de terre non additionnée d’huile, sont 
morts en quarante et un, quarante-cing et quarante-sept jours respec- 
tivement. Des 16 cobayes inoculés avec 2 mg. de cette culture oléo- 
lysée, 83 sont morts en quinze, neuf et deux jours respectivement sans 
lésions viscérales apparentes. Seuls les cobayes morts en quinze et neuf 
jours avaient de petits ganglions inguinaux et lombaires durs, non 
caséifiés. 2 animaux ont survécu plus de cent vingt et soixante-huit 
jours respectivement et n’ont pu étre suivis plus longtemps, Les 11 autres 
cobayes ont succombé aprés des survies de durée variable allant 
de dix-neuf a cinquante jours et ont présenté, a l’autopsie, de trés 
importantes lésions congestives ou hémorragiques des viscéres qui, pour 
la plupart, ne présentaient pas de granulations ou de bacilles tubercu- 
leux dans les frottis. L’absence de microbes secondaires a été constatée 
dans tous les cas. Chez 1 de ces cobayes la rate était si congestionnée 
qu’elle avait subi une rupture médiane transversale. L’examen anato- 
mo-pathologique des organes de 3 d’entre eux a surtout montré des 
congestions, cedémes ou hémorragies du foie, de la rate, des poumons 
ou méme parfois des reins et des surrénales. La présence de bacilles 
tuberculeux n’a pu étre mise en évidence dans la plupart des coupes 
de ces organes. 

Nous avons complété ces expériences en tuant A l’autoclave des cul- 
tures du type bovin et humain et en y ajoutant 1 c.c. d’huile d’ara- 
chide. Les cultures ainsi traitées se sont montrées incapables de tuer 
4 cobayes inoculés a des dates différentes avec 2 ou 3 mg. de l’une 
d’entre elles. 

Parallélement a cette étude du pouvoir pathogéne des cultures tuber- 
culeuses oléo-lysées, nous avons étudié le potentiel de croissance de 
ces cultures de la fagon suivante : 

a) Ensemencements successifs de cultures oléo-lysées sur milieux de 
culture non additionnés d’huile. Les deux cultures, une du type 
humain et une du type bovin, dont nous venons d’étudier le pouvoir 
pathogeéne pour le cobaye ont servi A ces expériences. Nous avons ense- 
mencé avec ces cultures, chaque fois, 1 tube de gélose ordinaire, 
3 tubes de milieu de Lowenstein et 1 tube de pomme de terre glycé- 
rinée. Nos ensemencements étaient effectués tous les sept jours environ 
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et ont duré plus de deux mois. Les ensemencements sur gélose sont 
toujours restés négatifs. Par contre, qu’il s’agisse de la souche humaine 
ou_de la souche bovine, nous avons toujours constaté que d’une facon 
générale, les premiers ensemencements donnaient naissance a de_ trés 
nombreuses colonies d’aspect normal et parfaitement acido-résistantes 
et que, par la suite, dans les réensemencements successifs, le nombre 
des colonies devenait de plus en plus faible : 2 a 5 par milieu de 
culture au bout d’un mois et demi. En méme temps, |’étude des frottis 
de ces cultures faits tous les sept jours, pendant plus de deux mois, 
nous a permis de constater que le nombre des bacilles acido-résistants 
qui persistent toujours dans ces cultures oléo-lysées diminue considé- 
rablement sans que ces bacilles disparaissent complétement. 

b) Ensemencements de cultures normales non oléo-lysées sur pomme 
de terre additionnée de 1 c.c. d’huile d’arachide. Ainsi que nous 
Vavons déja montré (1), l’ensemencement sur pomme de terre addi- 
tionnée de 1 c. c. d’huile d’arachide de bacilles appartenant 4 une des 
trois races (humaine, bovine ou aviaire) aboutit au développement de 
colonies d’aspect normal au début ; par la suite, au moment ou 
elles recouvrent le tiers ou la moitié de la surface de la pomme de terre, 
elles perdent leur aspect normal, leurs contours et leur pigment et 
deviennent non acido-résistantes. Si, a partir de ce moment, on observe 
le développement de ces cultures, on constate que l’enduit grisdtre 
constitué par les colonies tuberculeuses oléo-lysées continue a se déve- 
lopper lentement et arrive 4 couvrir, dans la plupart des cas, la surface 
entiére de la pomme de terre. 

En résumé, la substance cyanophile telle qu’elle existe, vingt-huit ou 
trente jours apres l’addition de 1 c. c. d’huile d’arachide 4 des cultures 
tuberculeuses, parait susceptible d’occasionner chez le cobaye des lésions 
congestives et hémorragiques des visceres qui pourraient étre la cause 
de la mort de cet animal. La présence parfois de lésions tuberculeuses 
typiques chez Jes cobayes inoculés avec des cultures oléo-lysées riches en 
substance cyanophile pourrait étre attribuée a l’existence, dans ces 
cultures, de bacilles acido-résistants, apparemment non modifiés, en 
nombre plus ou moins considérable. 

En ce qui concerne les formes granulaires du bacille tuberculeux qui 
apparaissent vers le dixiéme jour dans les cultures bovines oléo-lysées, 
il nous semble encore prématuré de nous prononcer sur le réle que 
ces formes pourraient jouer dans la mort rapide des cobayes inoculés. 

Les cultures tuberculeuses sur pomme de terre tuées par la chaleur 
et additionnées de 1 c. c. d’huile d’arachide se montrent, aux doses de 
2 43 mg. inoffensives pour les cobayes inoculés par voie sous-cutanée. 

'L’étude des frottis, ainsi que les ensemencements successifs de. bacilles 
oléo-lysés sur milieux de culture normaux non additionnés d’huile, a 
montré qu’il existe, dans les cultures oléolysées, des bacilles acido- 
résistants vivants et se raréfiant progressivement sans jamais disparaitre 
complétement. A moins donc d’admettre qu’il existe, dans ces cultures, 
des hacilles acido-résistants réfractaires 4 l’action désintégrante de 
lhuile, on est. obligé de penser que ces bacilles dérivent des formes 
non acido-résistantes de ces cultures. 

Des bacilles provenant d’une culture tuberculeuse typique ensemencés 
sur pomme de terre additionnée de 1 c. c. d’huile d’arachide, se mon- 
trent capables de croitre, d’abord sous leur forme bacillaire acido-résis- 
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tante typique, puis sous leurs formes non acido-résistantes. Il-est donc 
vraisemblable que les cultures oléo-lysées, dans les conditions déja indi- 
quées, constituent des milieux vivants capables de croitre et de se 
multiplier. \ 

La désintégration du bacille tuberculeux par l’huile d’arachide ou 
oléo-lyse semble donc ne pas supprimer la vie et le pouvoir pathogéne 
de ce germe (2) (3). 

Institut Pasteur, 
Laboratoires de Recherches sur la Tuberculose. 


(2) Nous tenons 4 remercier M. Basrer de l’aide précieuse qu’il a bien 
voulu nous apporter dans l’interprétation des coupes des organes. 

(3) Signalons que P. Gastinet, A. Nevor et P. Héprarp, en déposant de 
lhuile d’olive 4 la surface du milieu de Lowenstein ensemencé ensuite par 
des bacilles tuberculeux, ont observé une destruction du pouvoir de multi- 
plication de ces germes et une atténuation de leur virulence (ces Annales, 
1943, 69, 43). 


Le Gérant: G. Masson. 


Dépot légal. Bs — 1* Trimestre. — Numéro d'ordre 154. — Masson et Cie, édit.. | aris 
nene Imp. de la Cour d’Appel, 4, rue Cassette, Paris, ¢ 


